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Studien über Lactobacillus fermentum (Beijerinck). 


Von Jan Smit. 


(Aus dem Institut für Mikrobiologie der Technischen Hochschule in Delft.) 


Über diese Bakterienart hat der Entdecker, Prof. Beijerinck- Delft, 
eine einzige Mitteilung publiziert, nämlich in seiner Abhandlung „Sur 
les ferments laetiques de l’industrie“t), in welcher er eine damals 
vollständige Übersicht über die Kenntnis der Arten von Milchsäure- 
bakterien aus den Maischen der Brennereien und Hefefabriken gibt. 
Es gehören die daraus isolierten Formen ausnahmslos zu einer großen 
Gruppe, welche von Beijerinck die Gruppe der „aktiven Milchsäure- 
bazillen“ (ferments lactiques actifs) genannt worden ist. Diese Be- 
nennung, und die Aufstellung von sog. „physiologischen Bakterien- 
gruppen“, ist schon von vielen Systematikern verurteilt worden?), während 
aber später von mehreren andern (z. B. von Löhnis in seinem 1910 
erschienenen Handbuch der landwirtsch. Bakteriologie) die Zusammen- 
fügung und Benennung dieser verwandten Arten als zweckmäßig an- 
erkannt worden ist. Der Grund für die Ablehnung dieses Vorschlags 
scheint mir darin zu liegen, daß unter den betreffenden Forschern eine 
weniger richtige Auffassung von dem Begriff der „Milchsäurebakterien“ 
herrscht. Es werden nämlich von manchen unter ihnen alle diejenigen 
Bakterienarten dieser Gruppe eingereiht, unter deren Gärungsprodukten 
wohl einmal Milchsäure gefunden worden ist, wenn auch nur wenige 
Prozente des vergorenen Zuckers. Es leuchtet ein, daß man auf diese 
Weise gezwungen wird, so zahlreiche Bakterienarten ohne jegliche Ver- 


1) Arch. Neerland. des sciences exactes et naturelles, Serie II, T. VI, 1901, S. 212, 
übersetzt von W. Henneberg, Z. f. Spiritusindustrie 1902, S. 531. 
?) Siehe z. B. Lehmann und Neumann, Bakteriologie II, S. 149, und Kruse, 
Allgemeine Microbiologie S. 285. 
Zeitschr. f. Gärungsphysiologie. Bd. V. 18 
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wandtschaft in diese Gruppe einzureihen, daß ein Kollektivname, wie Lakto- 
bazillen, in der Tat Unsinn wäre (nach den kürzlich erschienenen Unter- 
suchungen von Osterwalder!) bilden auch die Essigbakterien geringe 
Mengen Milchsäure; man müßte also auch diese Arten der Milchsäure- 
bakteriengruppe einverleiben!). Aber auch das Zusammenziehen und 
gruppenweise Systematisieren dieser „Milchsäurebildner“, wie es Kruse?) 
und früher auch Löhnis°) taten, hat nicht den geringsten systematischen 
Wert: man könnte ebensogut alle diejenigen Bakterienarten zusammen- 
stellen, unter deren Gärungsprodukten Kohlensäure aufgefunden worden 
ist, und ihnen den Namen „Kohlensäurebakterien“ geben. Aber wohl 
niemand würde einem solchen Vorschlag beistimmen. Daß aber zwischen 
einer größeren Anzahl Milchsäure bildender Arten eine engere biologische 
Verwandtschaft besteht, ist allbekannt und hat eben zu dem Namen der 
Milchsäurebakterien geführt. Es erscheint aber als unzulässig, andere 
Milchsäurebildner in diese Gruppe hineinziehen zu wollen, welche mit 
den Beijerinckschen „aktiven Milchsäurefermenten“ ziemlich vollständig 
identisch ist. Schon in der obengenannten Abhandlung und später noch 
einmal*) hat er die Eigenschaften dieser interessanten Gruppe klar 
auseinandergesetzt. Kurz gefaßt sind es folgende: mehr oder weniger 
mikro-a@rophile, sporenfreie Organismen, welche zu ihrer Ernährung 
gewisse Kohlehydrate und peptonisiertes Eiweiß brauchen und daraus 
entweder nur Milchsäure, oder daneben noch flüchtige Säuren, Kohlen- 
säure und oftmals größere Quantitäten Alkohol erzeugen. Es geht 
daraus hervor, daß bei keiner einzigen mineralischen Nahrung Wachstum 
eintreten kann, und ebensowenig in Zuckerlösung, in welcher Pepton als 
Stickstoffnahrung fehlt. Allen aktiven Milchsäurefermenten fehlt die 
Katalase, wodurch sie sich als ein Ganzes von nahezu allen andern 
Mikroben unterscheiden. Die pathogenen Mastitisstreptokokken, bei welchen 
ebenfalls die Katalase zu fehlen scheint, gehören wahrscheinlich auch 
zu dieser Gruppe. Die Bildung von Mannit aus Lävulose, welche von 
Beijerinck als eine allgemeine Eigenschaft dieser Bakterien betrachtet 
worden war, kommt aber, wie sich später herausstellte°), nur denjenigen 


1) Centralbl. f. Bakteriologie II. Abt, Bd. 87, 1913, S. 353. 

2) Kruse l. c. S. 286. 

3) Löhnis, Centr. f. Bakt. II. Abt., Bd. 18, S. 97. 

4) Verslagen Koninkl. Acad. v. Wetensch., Amsterdam 1907, S. 886. 

5) Siehe meine Dissertation: Bacteriologische en chemische ondersoekingen over de 
melkduurgisting (Bakteriologische und chemische Untersuchungen über die Milchsäure- 
gärung), Amsterdam 1913. 
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Arten zu, welche auch Kohlensäure zu bilden vermögen. Darüber 
später. 

Zu den von Beijerinck in der oben zitierten Abhandlung be- 
schriebenen Arten gehört nun in erster Linie der Lactob. fermentum’). 
Zur Vergleichung mit meinen hier zu beschreibenden Studien über diese 
Art möchte ich die ursprünglichen Ausführungen Beijerincks ganz kurz 
mitteilen. 


Als Fundort werden die gesäuerten Maischen (levains lactiques) der 
Preßhefefabriken angegeben, in welchen er regelmäßig vorzukommen 
pflegt, und worin er einer der kräftigsten Säureerreger zu sein scheint. 
Es geht daraus hervor, daß für diese Art, und noch einige andere, die 
Zusammensetzung der Maische eine bessere Entwicklungsmöglichkeit 
bietet als für andere Arten. Es sind im großen ganzen nur die „aktiven 
Milchsäurebakterien“, welche das oft wiederholte Umpflanzen der sauren 
Maische überstehen können. Auf weiter unten zu beschreibende Weise 
läßt sich Lactob. fermentum daraus, oder aus der damit hergestellten 
Preßhefe, kultivieren. Er wird von Beijerinck als ziemlich stark mikro- 
aërophil bezeichnet, als stärker als die anderen, durchweg fakultativ ana&- 
roben Milchsäurefermente. Daher ließ er sich schwer auf festem Nähr- 
boden kultivieren. Assimiliert wurden die folgenden Zuckerarten: Glukose, 
Lävulose, Maltose, Saccharose; Milchzucker sehr schwer. Aus allen 
diesen Stoffen wird Kohlensäure gebildet, während ein Teil der Lävu- 
lose und Saccharose (nach vorhergehender Inversion) zu Mannit reduziert 
wird. Das Temperaturoptimum der Säuerung liegt bei 41—42°C (der 
Säuregrad in Malzwürze von 10° B beträgt 10,5 ccm Normallauge pro 
100 ccm nach 24 Stunden), das Minimum bei 25°, das Maximum bei 50°. 
Durch fortdauerndes Kultivieren oberhalb der Optimaltemperatur, oder 
durch starke A&ration, ließ sich das Bakterium in ein anderes überführen 
(von Beijerinck Lactob. Delbrücki genannt), welches keine Kohlen- 
säure bildet und wenig Milchsäure, aber sehr gut auf Platten wächst. 
Auch die umgekehrte Transformation ließ sich verwirklichen. 


Die hier kurz wiedergegebene Beschreibung stimmt aber, nach 
einer mündlichen Mitteilung des Herrn Professor Beijerinck, nicht mehr 
ganz mit seiner heutigen Auffassung über die Eigenschaften des Lactob. 
fermentum und den Zusammenhang mit dem Lactob. Delbrücki 


1) Nach der jetzt allgemein angenommenen Nomenklatur der sporenlosen Or- 
ganismen wäre Lactobacterium richtiger. 
18* 
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überein. Auch Henneberg!) hat darauf hingewiesen, daß oben er- 
wähnte wechselseitige Umsetzung dieser beiden Arten nicht mit dem 
stark säuernden B. Delbrücki der Gärungsgewerbe gelingt, welcher 
von Leichmann entdeckt?) und später von Henneberg eingehend 
beschrieben worden ist?). Manches spricht dafür, daß die von Beijerinck 
beschriebene Art eine abgeschwächte Form des Lactob. fermentum 
gewesen sei. Außerdem ist die beschriebene Methode der Isolierung 
dieser letzteren Art nicht frei von Zufälligkeiten, welche zur Folge 
haben, daß diese Methode schwer zu reproduzieren sein wird. Aus 
diesem Grund habe ich es unternommen, die Eigenschaften des Lactob. 
fermentum aufs neue zu untersuchen und die Wachstumsverhältnisse 
der beiden genannten Arten festzustellen‘®). 

Zunächst folgt eine Beschreibung der leicht zu reproduzierenden 
Anhäufungsversuche, nach welchen man nach Belieben die eine oder die 
andere Art aus dem Robmaterial zu isolieren imstande ist. Ein dafür 
sehr geeignetes Material, das meistens, unter vielen anderen, auch manche 
Arten von Milchsäurefermenten enthält, ist die Preßhefe. Man verfährt 
folgenderweise: 


Anhäufung des Lactobacillus fermentum. 


Eine Stöpselflasche von etwa 100 ccm wird ganz mit ausgekochter 
heißer Malzwürze von 10—12° Balling (spez. G. 1,040—1,048) gefüllt, 
dann läßt man bis zu 40° erkalten, wobei der flambierte Stöpsel um- 
gekehrt auf der Flasche liest. Sodann wird etwa 2—3 g Preßhefe zu- 
gegeben, und die ohne Luftblase geschlossene Flasche bei 37—38° C 
hingestellt. Die ziemlich hohe Temperatur (das Maximum des Wachs- 
tums der Hefe ist 38°) und zumal die Luftabsperrung sind Ursache, daß 
nur eine ziemlich geringe Hefegärung eintritt, welche schon nach einigen 
Stunden nachläßt, wobei allerdings oft ein Teil der Flüssigkeit aus der 
Flasche schäumt, und durch Kohlensäure ersetzt wird, wodurch aber die 
Anaörobiose erhalten bleibt. Es kommen jetzt aber die vorhandenen 
Arten der Milchsäurebakterien zur Geltung, und man findet dann nach 
etwa 18 Stunden in der ganz trüben Flüssigkeit eine sehr große Menge 
dieser Bakterien neben den größtenteils abgetöteten Hefezellen. Es 


1) Gärungsbakteriologisches Praktikum S. 464. 

2) Centralbl. f. Bakt. II. Abt, Bd. 2, 1896, S. 284. 

3) Z. f. Spiritusindustrie 1903, Nr. 22—31. 

4) Dabei habe ich mich der persönlichen Anregung des Herrn Prof. Beijerinck 
in Delft erfreuen dürfen. 
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sind ausnahmslos unbewegliche, oft sehr lange, gerade oder gebrochene 
Stäbchen. welche sich, ihrer Form nach, nicht als verschiedene Arten 
unterscheiden lassen. Außer diesen Mikroben und der Hefe hat aber 
keine einzige der sehr zahlreichen Arten, welche in der Preßhefe an- 
wesend zu sein pflegen, sich in nennenswerter Weise vermehrt: man 
findet keine einzige davon in der Flüssigkeit wieder. Um nun von 
dieser Rohkultur zur weiteren Anhäufung des Lactob. fermentum zu 
gelangen, wiederholt man den genannten Versuch mit diesem Material 
und setzt dabei die Temperatur bis auf 35°C herab. Nach 24 Stunden 


Fig.1. L. fermentum auf Würzeagar von 10° B. nach 5 Tagen. Es zeigen sich weiße 
neben wasserhellen Kolonien (etwas verkleinert). 


hat wieder eine starke Vermehrung der Milchsäurebakterien stattgefunden, 
und der Säuregrad beträgt etwa 10 ccm Normallauge pro 100 ccm. 
Die Hefe ist jetzt fast oder ganz verschwunden und die oft eingetretene 
Gärung ist nahezu ganz der gesuchten Bakterienart zu verdanken. Man 
nimmt noch einige weitere Umimpfungen vor, wobei der Säuregrad und 
die Kohlensäuremenge noch etwas zunehmen, der erstere bis 18 ccm 
Normallauge pro 100 cem. Ist die Anhäufung des Lactob. fermentum 
auf diese Weise gelungen, so wird die Aussaat auf Würzeagar meistens 
eine Reinkultur liefern, nämlich kleine, wasserhelle Kolonien, welche 
hier und da zu größeren, milchweißen Kolonien heranwachsen (siehe Fig. 1). 
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Wiederholte Aussaat dieser weißen Kolonien neben wasserhellen 
hat mich gelehrt, daß die Bakterien identisch sind, denn aus beiden 
Aussaaten gehen sowohl wasserhelle wie weiße Kolonien hervor. Man 
bekommt den Eindruck, daß die Dichtigkeit der Aussaat Einfluß aus- 
übe: die weißen Kolonien überwiegen relativ an dünn besäten Stellen. 
Eine sehr verdünnte Streukultur läßt demzufolge nur weiße Kolonien 
aufgehen. Durch Impfung eines Agarstückchens ohne Kolonien in Malz- 
würze überzeugte ich mich aber davon, daß an diesen Stellen noch 
lebenskräftige Keime vorhanden waren: es trat starke Gärung ein; aber 
eine Aussaat von dieser Flüssigkeit auf Malzagar lieferte wiederum 
wasserhelle und weiße Kolonien wie früher. 

Diese Tatsachen weisen auf den Umstand hin, daß sich in unseren 
Kulturen mehr und weniger anaërobe Keime vorfinden. Bei weniger 
dichter Aussaat wachsen nur die letzteren zu Kolonien heran, während 
die ersteren noch kurze Zeit auf der Platte lebendig bleiben, ohne sich 
zu vermehren. Nur eine dichte Aussaat gibt ihnen Gelegenheit zur 
Kolonienbildung: es entstehen die wasserhellen Kolonien, welche aber 
eine Anzahl weniger anaërober Nachkömmlinge enthalten: diese bilden 
wiederum einige weiße Kolonien. Das Wachstun der wasserhellen Kolo- 
nien bleibt immer beschränkt: nach etwa einer Woche sind ihre Be- 
wohner abgestorben, während die weißen Kolonien noch viele lebendigen 
Keime enthalten. Lactob. fermentum gehört also zu den mikro- 
aörophilen Bakterien. 


Anhäufung des Lactobacillus Delbrücki. 


Macht man den oben beschriebenen Anhäufungsversuch nicht bei 
38°, sondern bei 45°—48° C, so bekommt man ganz andere Resultate. 
Auch jetzt tritt anfangs eine vorübergehende Alkoholgärung auf, selbst- 
verständlich aber viel schwächer wie bei 38°. Hier wie dort findet man 
nach 24 Stunden die Flüssigkeit ganz mit langen Milchsäurebakterien 
erfüllt, welche sich nicht von den bei 38° erhaltenen unterscheiden 
lassen. Die Umimpfung bei 45° liefert aber meistens schon etwas an- 
deres: es tritt nämlich jetzt keine Gärung mehr ein. Wiederholt man 
die Umimpfungen bei 45°, so hört aber bald auch das Wachstum in 
10° B.-Würze auf, und man tut besser die Versuche mit einem zucker- 
reicheren Medium fortzusetzen: die 10° B.-Würze hat sich für B. Del- 
brücki auf die Dauer als zu arm erwiesen. Sehr günstig aber wirkt 
die unverdünnte, nicht filtrierte Maische (35°/. Mehl). Darin stellt sich 
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bei 45—48° ein sehr intensives Wachstum und eine starke Säuerung 
ein, welche selbst vorhergehendes Sterilisieren überflüssig macht: die 
schnelle Säurebildung in der kurz aufgekochten Maische läßt keine an- 
deren Mikroben aufkommen. Geht man aber nach einigen Umimpfungen 
zu einer Plattenkultur auf Malzagar über, so erweist sich das Wachs- 
tum (bei 37—40°) als sehr gering oder bleibt vollständig aus. Auch 


Fig. 2. L. fermentum (linke Hälfte) neben L. Delbrücki (rechte Hälfte) auf Maische- 
agar (18° B.) nach 2 Tagen (natürliche Größe). 


hier kommt die zu geringe Konzentration (wahrscheinlich des Eiweißes) 
der Würze zur Geltung und wiederum gibt das stärkere Maischeagar 
ein besseres Resultat. Man findet auf einer solchen Platte (bei 37 bis 
40°) oft zwei Arten von Kolonien: weiße, halbkugelige Kolonien vom 
Typus des Lactob. fermentum, und flache. mattweiße Kolonien des 
Lactob. Delbrücki (siehe Fig. 2). Zu dieser Differenz im Wachstum 
kommt noch eine andere: beim Lactob. Delbrücki (und auch bei den 
übrigen Lactobazillen mit einem Wachstumsoptimum über 40°) fehlt 
unter den Gärungsprodukten die flüchtige Säure, während aus Lävulose 
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und Saccharose kein Mannit gebildet wird. Später wird erörtert werden, 
in welchen Fällen die Bildung dieses Stoffes beobachtet wird. 

Impft man von beiden oben genannten Arten einige Kolonien in 
geschlossene Flaschen mit Malzwürze oder besser -maische, so findet 
man darin, wie zu erwarten war, nach 24 Stunden bei 40° in der einen 
(mit Lactob. fermentum) eine intensive Gasbildung, in der anderen 
keine Spur von Gas. Der Säuregrad ist in beiden Flaschen ungefähr 
gleich: 14 resp. 16 cem norm. Säure pro 100 ccm. 

Wie ersichtlich, ist die Anhäufung des Lactob. Delbrücki auf 
diese Weise weniger vollständig wie die des L. fermentum, denn es 
wird auf diese Weise offenbar keine Reinkultur von L. Delbrücki er- 
halten. Die ‚Ursache liegt in der Anwendung der Malzmaische, statt 
Würze, worin L. fermentum auch bei Temperaturen oberhalb 40° noch 
ziemlich gut gedeihen kann (siehe später)! Näheres über (Lacto-) 
Bacillus Delbrücki findet man in Hennebergs Gärungsbakterio- 
logischem Praktikum (Berlin 1909). 


Fundorte des Lactobacillus fermentum. 


Wie gesagt, findet sich diese Bakterienart mit großer Konstanz 
in der „Korningsgist“ der „Niederl. Hefe- und Spiritusfabrik“ in Delft. 
Von Interesse war es, auch andere Hefearten daraufhin zu untersuchen. 

Die Hefe der Hefe- und Spiritusfabrik Vlek & Co. in Delft lieferte 
durch den beschriebenen Anhäufungsversuch eine Kultur eines flocken- 
bildenden Milchsäurebakteriums, wobei die Gasbildung erst am dritten 
Tage eintrat, während der Säuregrad schon 19 betrug. Es scheint mir 
dem L. fermentum nahe verwandt, was aus der Mannitbildung aus 
Lävulose und Saccharose hervorgeht. Die Hefe der Brennerei und Hefe- 
fabrik „Hollandia“ in Schiedam steht in dieser Hinsicht der „Kornings- 
gist“ nahe, obgleich diese nach dem Lüftungsverfahren, jene größten- 
teils nach dem Wiener Verfahren hergestellt wird. Es ließ sich aus 
dieser Preßhefe ohne Mühe eine Kultur des L. fermentum erhalten. 

Ich hatte die Gelegenheit, auch zwei ausländische Hefen in dieser 
Richtung zu untersuchen, nämlich die „Trockenhefe nach Dr. A. v. 
Lebedew“ von der Firma Schröder in München und die „Konservierte 
Getreidebrennereihefe“ der Heinr. Elbing A.-G. in Wandsbek-Hamburg. 
Erstere Art ergab ein vollständig negatives Resultat. Das Präparat er- 
wies sich als gänzlich frei von Milchsäurebakterien, was auch von einer 
getrockneten Bierhefe zu erwarten war. Die zweite Art lieferte da- 
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gegen ein den holländischen Hefen analoges Resultat: es ließ sich daraus 
ein Milchsäurebakterium isolieren, das von L. fermentum nicht zu 
unterscheiden war. Es wird also ohne Zweifel bei der Herstellung ein 
analoges Hefengut benutzt. 

Die Frage, ob auch in der Natur L. fermentum vorzukommen 
pflegt, war von Interesse. Daß auf manchen Getreidearten Milchsäure- 
bakterien zu finden sind, ist schon von Henneberg betont worden), 
und diese Tatsache hat schon zu einem Anreicherungsversuch des B. 
Delbrücki Anlaß gegeben (siehe dort). Für L. fermentum ist dieser 
aber ungeeignet, da das Optimum zu niedrig ist, um andere Arten aus- 
schließen zu können. Auch das oben beschriebene Verfahren ist nicht 
ohne weiteres brauchbar infolge der Anwesenheit von Buttersäurepilzen. 
Es leuchtet ein, daß die vorherige Säuerung des Mehles zu einem 
Sauerteig diese Schwierigkeit beseitigen kann. Die Anwesenheit von 
L. fermentum ist aber in einem bei niedrigerer Temperatur als üblich 
bereiteten Sauerteig kaum zu erwarten, da, wie oben erwähnt wurde, 
bei etwa 15° das Wachstumsminimum liegt. Es liegt dann aber die 
Vermutung nahe, daß in einem bei höherer Temperatur gesäuerten Teige 
die Wahrscheinlichkeit größer sein wird. Bekanntlich stellt sich bei 
+ 30° in einem Mehlteige eine „Levans“-Gärung ein, welche später 
(zumal wenn frühzeitig umgeimpft wird) durch eine starke Säuerung er- 
setzt wird. Eine Umimpfung bei 37—40° wird sodann nützlich sein 
können. Die naheliegende Erwartung, daß sich dabei auch B. Delbrücki 
stark vermehren wird, fand sich vollauf bestätigt: wurde der so er- 
haltene Teig in geschlossenen Flaschen mit Würze geimpft, so trat schon 
nach 24 Stunden starke Säuerung und Gärung ein, und Plattenkulturen 
zeigten hauptsächlich zwei Arten von Kolonien: die eine vom Typus B. 
Delbrücki, die andere vom Typus L. fermentum. Impfung beider Arten 
in sterile Maische erbrachte das erwartete Resultat: die erstere bildete kein 
Gas, die zweite sehr reichlich, während auch Wachstum und Säuerung 
den früher gegebenen Daten entsprachen. Diese Tatsache, daß in spontan 
gesäuertem Mehlteig eine Art vom Typus L. fermentum vorzukommen 
pflegt?), gibt den Grund dafür an, weshalb diese Art in mehreren Preß- 
hefearten aufgefunden werden konnte. 


1) Henneberg, Gärungsbakt. Praktikum, S. 96. 

2) Der von Henneberg, Gärungsbakt. Prakt., S. 498 beschriebene B. panis fer- 
mentati gehört wahrscheinlich auch zu dieser Gruppe, ist aber mit der von mir auf- 
gefundenen Art nicht identisch. Man vergleiche dazu die beiden Beschreibungen. 
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Die früher erwähnte Tatsache, daß Alkoholhefen auf das Wachstum 
der Milchsäurebakterien einen sehr günstigen Einfluß ausüben, weist einen 
zweiten Weg, auf welchem sich diese Arten aus natürlichen Materialien 
anhäufen lassen: gelingt es, auf irgend eine Weise eine Alkoholgärung 
hervorzurufen, so wird mit großer Wahrscheinlichkeit eine Milchsäure- 
gärung als Nachgärung folgen können. Selbstverständlich braucht man 
dazu ein Infektionsmaterial, worin diese Bakterien vorkommen, also die- 
jenigen, welche in irgendwelcher Beziehung zur menschlichen Haus- 
haltung stehen wie Sielwasser oder Gartenerde. 

Um nun mit diesen Materialien eine Alkoholgärung hervorzurufen, 
impft man sie in reichlicher Menge in ein Nährsubstrat wie Malz- 
würze, welches ebenfalls den nachfolgenden Milchsäurebakterien zuträg- 
lich ist. Um etwaige Buttersäuregärung auszuschließen, ist es uner- 
läßlich, die Würze ziemlich stark anzusäuern, bis zu etwa 4 oder 5 cem 
Norm.-Milehsäure pro 100 cem '). Die Kolben werden bei 30° hin- 
gestellt, wobei sich nicht selten schon in 24 Stunden Alkoholhefe, oft 
neben Kahmhefen, Mucor- oder Oidiumarten, ansiedeln. In manchen Fällen 
schien es vorteilhaft, noch stärker, bis zu 10 Norm. pro 100, anzusäuern, 
wobei allerdings oft die große Wasserstoffsareine?) primär in den Vorder- 
grund tritt, welche aber bei aöreben Umimpfungen mit weniger Säure 
vor den mitgewachsenen Hefen zurücktritt. Einer meiner diesbezüg- 
lichen Versuche mit Gartenerde brachte eine sehr üppige Entwicklung 
einer Mykodermaart, während sich in der ersten Überimpfung mit 5 Norm.- 
Milchsäure außerdem eine unbewegliche Bakterienart vorfand, welche 
den gewöhnlichen Milchsäurestäbcehen sehr ähnlich sah. Nach 3 Tagen 
bei 30° wurde umgeimpft in Flaschen mit Würze von 10° und 18°B. 
bei 35°. Schon nach 24 Stunden war in ersterer ein deutliches, in der 
zweiten ein sehr starkes Wachstum und reichliche Gasbildung einge- 
treten. Mikroskopische Betrachtung ergab ein Bild, das demjenigen des 
früher beschriebenen Versuches mit Preßhefe vollkommen ähnlich war. 
Das Wachstum der Mycoderma war hingegen durch den Luftabschluß 
vollkommen gehemmt worden. Ausstrichkulturen auf Würzeagar ergaben 
zwei Arten von Milchsäurebakterien, von denen die eine den unverkenn- 
baren Typus des L. fermentum trug, während die andere kleine 
spinnenartige Kolonien darstellte, welche stark an dem Agar hafteten. 


1) Um gute Resultate zu erzielen, muß dabei das Säurebindungsvermögen der 
Gartenerde in Rechnung gezogen werden. 
2) Siehe darüber Beijerinck, Verl. Kon. Akad. Amsterdam, XIII, 1905. 608. 
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Nur erstere verursachten in Würze eine Kohlensäureentwicklung und 
säuerten bis zu 12 cem Norm. pro 100 nach 3 Tagen. Ein abermaliger 
Ausstrich erwies die vollkommene Reinheit. Als ich aber Kulturen in 
Hefewasser mit 5°/o Lävulose und Kreide anstellte, um die Mannitbildung 
zu untersuchen, stellte sich heraus, daß darin die Entwicklung nur 
spurenweise eintrat. Änderung der Temperatur, der Konzentration oder 
der Beschaffenheit des Impfmaterials hatte keinen besseren Erfolg. 
Kontrollversuche mit einem Fermentum-Stamm aus Hefe ergaben aus- 
nahmslos ein positives Resultat. Es wurde darum das Wachstum in den 
folgenden Lösungen studiert: 

a) Hefewasser mit 5°/o Lävulose und 1°/o Pepton (Witte), 

b) Hefewasser mit 5°/o Glukose, 

c) Hefewasser mit 5°/. Saccharose, 

d) Würze (10° B.) mit 3°/o Lävulose, 
jedes mit einem Übermaß an Kreide. 

In den Lösungen b und d trat nach 24 Stunden üppige Entwick- 
lung ein, in c erst nach 2 Tagen, in Lösung a war kein Wachstum 
wahrzunehmen, während ein Kontrollversuch mit einem Stamme aus 
Preßhefe gerade in dieser Lösung das beste Resultat zeitigte. Die 
Lösung c zeigte nach 10 Tagen nur noch eine geringe Drehung nach 
links, welche nach Inversion dieselbe blieb. Ein Teil der in der Saccha- 
rose enthaltenen Lävulose hatte sich also der Vergärung entzogen. Die 
Glukose aus Lösung b war nach dieser Zeit vollkommen vergoren, 
während d noch etwas unvergorene Maltose enthielt, neben Mannit, 
welcher Stoff sich auch in Lösung c nachweisen ließ. Das Wachstum 
in Milch war etwas besser als es der Stamm aus Hefe zeigte. 

Es liegt hier offenbar eine Varietät des L. fermentum vor, mit 
der für Milchsäurebakterien seltenen!) Eigenschaft, daß es die Lävulose 
kaum anzugreifen vermag. 

Die Frage tut sich auf, ob die aus verschiedenen Materialien iso- 
lierten Stämme Varietäten derselben Art seien, oder zu mehreren Arten 
gezählt werden müßten. Meines Erachtens läßt sich diese Frage kaum 
befriedigend beantworten, da bei den Milchsäurebakterien die Unter- 
scheidung der Arten bis jetzt ziemlich willkürlich ist, und außerdem oft 
Änderungen erleidet. Z. B. erwähnt Henneberg (Gärungsb. Praktikum, 
S. 454), daß es gelungen sei, B. Delbrücki an Milch zu gewöhnen. 


2) Henneberg, Z. f. Spiritusindustrie 1903 erwähnt dasselbe für seinen 
Saccharobacillus pastorianus var. berolinensis und für B. Lindneri. 
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Damit würde aber der einzige wesentliche Unterschied mit B. lactis 
acidi (Leichmann) und B. caucasicus hinfällig. Es steht zu er- 
warten, daß weiteres Studium mehrere ähnliche Differenzen zwischen 
Bakterienarten überflüssig machen würde. Einen deutlichen Hinweis 
darauf bietet auch die Tatsache, daß eine Reinkultur des Saccharo- 
bacillus pastorianus, welche Herr Prof. van Laer mir freundlichst 
übersandte, sich einigen Zuckerarten (Arabinose, Mannit) gegenüber 
anders verhielt, als es Henneberg (l.c. 401) von dieser Art beschreibt 
(siehe später). Die Vermutung liegt daher nahe, daß die beschriebenen 
„Fermentum “-Stämme Varietäten einer einzigen Art darstellen, welcher 
der Name Lactobacillus fermentum Beijerinck zukommt. Diese 
Art kennzeichnet sich durch die Bildung von Mannit aus Lävulose und 
oft!) auch aus Saccharose, und die Bildung von Kohlensäure aus allen 
vergärbaren Zuckerarten. Unter den Gärungsprodukten findet man 
weiter flüchtige Säure (Essigsäure und eine Spur Ameisensäure), Bern- 
steinsäure, Milchsäure, Alkohol (nicht aber aus Lävulose) und etwas 
Glyzerin®). Die Form ist die der „langen“ Milchsäurebakterien. Von 
der Gruppe der Lactobacillen mit höherem Temperaturoptimum (43 bis 
48°), wie B. Delbrücki, B. caucasicus, lassen sie sich dadurch unter- 
scheiden, daß die letztgenannte Gruppe keine Kohlensäure, keinen Mannit 
und keine flüchtige Säure bildet. Auch das Wachstum auf der Agar- 
platte ist verschieden. 


Unter den von W. Henneberg beschriebenen Arten?) findet man 
keine, die mit der oben gegebenen Beschreibung von L. fermentum 
vollkommen übereinstimmt. Die meiste Ähnlichkeit haben: B. brassicae 
fermentatae, B. panis fermentati, B. Hayducki und B. Buchneri, 
welche aber alle in einer oder mehreren Beziehungen abweichen. Ob 
diese Differenzen von wesentlicher Bedeutung sind, läßt sich schwer 
entscheiden, zumal bei der Isolierung der Zufall eine etwas zu große 
Rolle spielt, wodurch das Bild getrübt erscheint und kaum zu reprodu- 
zieren ist. Man kann nicht ganz sicher sein, daß es sich dabei um 
scharf umgrenzte und getrennte Arten handelt. Ob alle diese Arten in 
die Gruppe des L. fermentum einzureihen seien, muß einstweilen un- 


1) Das „Ferment mannitique“ von Gayon und Dubourg (Ann. Pasteur, Bd. 8 
und 15) tut dies nicht, gehört aber sehr wahrscheinlich auch zu dieser Art. 


2) Für die chemischen Einzelheiten siehe meine Dissertation, Amsterdam 1913. 
®) Henneberg, Z. f. Spiritusindustrie 1903, N. 22—31. 


Studien über Lactobacillus fermentum (Beijerinck). 285 


entschieden bleiben: dafür fehlen allzuviel chemische Daten. Nur die 
Bildung der Kohlensäure ist allen gemeinsam; die Bildung des Mannits 
wurde nicht untersucht. Wir werden darauf weiter unten zurückkommen. 


Beschreibung des Lactobacillus fermentum. 


Morphologie. 

Die Länge der einzelnen Zellen wechselt ziemlich stark, und ist 
von der Beschaffenheit des Nährmediums abhängig. Wie schon er- 
wähnt, zeigt sich diese Art in den Rohkulturen (mit Hefe vermischt) 
als dünne stark gekrümmte Fäden von ziemlich großer Länge (bis zu 
30 u). Die Reinkultur aber enthält Zellen von konstanterer, aber viel 


Fig. 3. Lactobacillus fermentum (Beijerinck). Auf Würzeagar gewachsen. Mit 
Carbolfuchsin gefärbtes Präparat. Vergr. 920fach. 


geringerer Größe und etwas größerer Dicke, nämlich 3—15 u : 0,5—1 u. 
Die Zellen auf Würze sind durchschnittlich etwas plumper gestaltet: 
3—7 u : 0,8 u. Hefewasseragar mit 5°/o Saccharose und Kreide ließ 
viele Zellen von 10—15 « Länge aufkommen, während hie und da 50 « 
erreicht wurde Auch starke Luftzufuhr, z. B. in dünnen Würze- 
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schichten, vermehrte die Länge der Individuen (bis 30 x), ebenso wie 
niedrige Temperatur (13—15°), wobei die Länge 8—60 u betrug. Die 
Abbildung des L. fermentum (Fig. 3) zeigt, daß die Stärke der Bak- 
terien in dem mit Karbolfuchsin gefärbten Präparat stark wechseln kann. 
Außerdem ist an einigen Zellen Plasmoptyse zu beobachten, was wahr- 
scheinlich durch das Eintrocknen und Färben verursacht wird. Übrigens 
sind Involutionsformen selten. Sie zeigen sich in den Plattenkolonien 
bei weitem nicht so oft, wie es mit B. Delbrücki der Fall zu sein 
scheint +). 

Das Wachstum im hängenden Tropfen ist wenig charakteristisch: 
die Bakterien bilden keine Ketten, sondern liegen frei in strukturlosen 
Haufen beisammen. 


Wachstumsbedingungen. 


Die Tatsache, daß L. fermentum zu den aktiven Milchsäure- 
fermenten gehört, schließt schon mehrere der gebräuchlichen Nähr- 
medien für diese Bakterienart aus. Dazu gehören in erster Linie die 
zuckerlosen Flüssigkeiten wie Fleischbrühe, Hefewasser u. a. m. Von 
diesen liefert aber letzteres eine vorzügliche Stickstoffnahrung: 5°/o 
eines vergärbaren Zuckers können unter geeigneten Umständen ganz 
verzehrt werden. Wie schon erwähnt, liefert Malzwürze einen vorzüg- 
lichen Nährstoff?) und die stickstoffhaltigen organischen Medien pflanz- 
lichen Ursprungs scheinen bei weitem die geeignetsten zu sein. Welche 
Zwischenstufen zwischen genuinem Eiweiß (welches infolge des Mangels 
an proteolytischen Fermenten wertlos ist) und Aminosäuren (welche eben- 
falls untauglich sind) von den Milchsäurefermenten bevorzugt werden, 
ließ sich auf folgendem Wege entscheiden: 1. Peptone (durch Ammonium- 
oder Zinksulfat nicht fällbare Eiweißkörper mit rein roter Biuretreaktion) 
sind nicht unbedingt notwendig), denn Milch enthält keine, wohl aber 
Albumosen. 2. Pepton „Witte“ hat sich als einen mäßig geeigneten N- 
Körper erwiesen: erst in einer Lösung von 8°/o Pepton, 8°/, Glukose 
und !/ao°/o KHsPO, trat mäßiges Wachstum ein (Säuregrad 9 cem norm. 
Säure pro 100 cem). Dieses Pepton enthält aber fast nur tierische 
Albumosen (Fällunge durch Ammoniumsulfat, Biuretreaktion: violett), 
welche, wie gesagt, den Milchsäurebakterien weniger zusagen als pflanz- 


1) Siehe z. B. Henneberg, l. c., S. 452. 

2) Gehopfte Würze und Bier sind hingegen ungeeignet, durch die schädliche 
Wirkung des Hopfengiftes. Daher läßt auch Bier mit 2°%, Glukose kein Wachstum zu. 

3) Siehe Beijerinck, Arch. Nerl., IL, I., 1901, 6, 212. 
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liche. 3. Tierische Peptone im chemischen Sinne erwiesen sich als un- 
gefähr gleich gut wie die Albumosen. Ich benutzte ein Präparat von 
Grübler-Leipzig (Pepton puriss., alcoh. dep.), welches mit Ammonium- 
sulfat nur eine sehr geringe Fällung zeigte und eine rein rote Biuret- 
reaktion ergab. Auch hier brauchte ich 8°/o Pepton neben 8?/0 Glukose 
und 1/4°/o KH»PO,, bevor Wachstum und Gärung eintrat (5°/o war wir- 
kungslos). Säuregrad 11—12 nach 2 Tagen. 

Mir fehlte ein einigermaßen reines Präparat eines pflanzlichen 
Peptons, womit sich vielleicht bei kleineren Konzentrationen gute Resul- 
tate hätten erzielen lassen. Dergleichen kleinere Konzentrationen der 
pflanzlichen Albumosen findet man aber in Würze und Hefewasser, 
welche sich als sehr geeignet erwiesen. Schon nach 15 Stunden hat L. 
fermentum eine 10°/vige Würze in geschlossenen Flaschen gleichmäßig 
getrübt, ohne Flocken oder Bodensatz. Bald darauf fängt die Gasbil- 
dung an, welche einige Tage anhält. Schon nach 24 Stunden ist etwa 
3/, des Säuremaximums erreicht, das Maximun selbst nach etwa 3 Tagen, 
nach welcher Zeit Wachstum und Säuerung aufhören, und die Flüssig- 


keit sich zu klären anfängt. 


Säurebildung. 

Das Säuremaximum beträgt in Würze von 10° B. bei 35° etwa 
12,5 cem norm. Säure pro 100 cem, in unfiltrierter oder grobfiltrierter 
Maische von 18° B. 18—20 cem. Wie man sieht, erreichen die Säure- 
grade der Reinkulturen erheblich niedrigere Werte als die Anhäufungs- 
kulturen: die dritte oder vierte Umimpfung dieser letzteren säuert in 
Würze von 10° B. bis etwa 18, in starker Maische bis 22—25 cem. 
Wiederholte Umimpfungen der Reinkulturen vermögen diese Säuregrade 
nicht wieder zu regenerieren. 

Die Säuerung in Hefewasserlösungen ist weniger intensiv: in ge- 
schlossener Flasche wird in Hefewasser mit 5°/o Glukose ein Säuregrad 
von 8,5 cem erreicht (nach 11 Tagen). 

Das Wachstum auf Hefewasseragar mit vergärbarem Zucker ist, 
wie auf Würzeagar, nicht besonders kräftig, etwas besser aber, wenn 
dem Agar etwas Kreide hinzugefügt wird. Die Kolonien sind denen auf 
Würzeagar sehr ähnlich. Auch auf Würzegelatine sieht man dasselbe 
Kolonienbild, wiewohl erst nach 5 Tagen bei 24° Wachstum eintritt. 
Die Abmessungen der Stäbchen zeigen auf allen diesen Nährböden keinen 
charakteristischen Unterschied. In Stichkulturen ist das Wachstum üppig 
bis unten im Stich. Oft wird der Agar durch die gebildete Kohlensäure 
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gauz zerrissen, wobei oft die Agarstücke bis dicht unter dem Watte- 
pfropfen emporsteigen. 

Untenstehende Tabelle zeigt den Einfluß freien Luftzutritts auf 
die gebildete Säuremenge. Kultiviert wurde in sehr dünnen Flüssig- 
keitsschichten in Erlenmeyer-Kolben bei 35°. Daneben die Zahlen in 
den entsprechenden Flaschenkulturen. Das Säuremaximum bleibt in den 
Kolben ziemlich niedrig und wird im allgemeinen später erreicht. 


Tabelle I. 


Säuregrade mit und ohne Luftzutritt. 


Nach 2 Tagen | Nach 11 Tagen 


Malzwürze 10°B. | ariert. . . 2 2 22 0. g 9 
(Säuregrad 2,5) | nicht aëriert . . 22.2... 11,5 13,2 
Hefewasser, 5°/, Saccharose | aëriert . . . . .. 4,5 8,5 
(Säuregrad 1,5) | nicht aëriert. . .. 10,5 12,0 
Hefewasser, 5%, Glukose | aëriert . . . . 2.. 4,5 7,5 
(Säuregrad 1,5) | nicht aëriert . . . . 7,5 8,5 


Vergärung der Kohlehydrate usw. 


Von L. fermentum werden vergoren: Glukose, Lävulose, Galaktose, 
Maltose, Saccharose, Laktose, Melibiose, Raffinose; nicht vergoren 
werden: Arabinose, Xylose, Trehalose, Rhamnose. Sorbose, «-Methyl- 
glucosid, Quercit, Sorbit, Mannit, Dextrin!), Pepton (Witte), Inulin, 
Äpfelsäure, Ca-malat, Ca-lactat; sehr wenig: Mannose, Erythrit. 

Die Gärfähigkeit wurde in 1°/oiger Hefewasserlösung bestimmt. 
Nach 1, 4 und 8 Tagen wurde das Wachstum beobachtet. Ein Kölbchen 
mit Hefewasser ohne Zucker diente als Kontrolle. Es trat darin kein 
merkliches Wachstum ein. Von den Produkten, welche aus dem ver- 
gorenen Zucker gebildet werden, wird später die Rede sein. 

Von Interesse war die Beantwortung der Frage, ob die vergorenen 
Biosen und Triosen als solche assimiliert oder vorher hydrolysiert 
werden. Eine Antwort läßt sich auf drei Wegen erreichen. 


1) Drei verschiedene, in kaltem Wasser lösliche Dextrine, ergaben ein negatives 
Resultat. 
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1. Flüssige Kulturen. Man untersucht mit Fehlingscher Lösung, 
ob während der Gärung reduzierender Zucker gebildet wird. Die Methode 
ist also nur brauchbar, wenn nicht reduzierende Biosen oder Triosen 
vorliegen. Ich benutzte diese Methode mit Saccharose und Raffinose 
(5°/oige Lösung in Hefewasser mit Kreide). In keinem der beiden Fälle 
konnte eine Inversion nachgewiesen werden, weder beim Anfang noch 
beim Ende der Vergärung. 

Dieses Resultat ist nicht stark überzeugend, in Anbetracht der 
Möglichkeit, daß die gebildeten Monosen schneller verzehrt als erzeugt 
sein können. 

2. Plattenkulturen. Diese Versuche sind den vorigen sehr ähn- 
lich: hat man in den Agarplatten eine nicht reduzierende Biose gelöst, 
So wird man, falls Inversion stattfindet, Reduktion der Fehlingschen 
Lösung nachweisen können, wenn man in der Gegend der Bakterien ein 
Stückchen Agar ausschneidet, oder die ganze Platte mit der heißen 
Lösung übergießt. Die Verhältnisse liegen hier etwas günstiger als im 
vorigen Falle, da sich die gebildeten Hexosen durch Diffundieren der 
Verzehrung entziehen können. Das Resultat meiner Versuche mit Hefe- 
wasseragar mit 5°/o Saccharose und Kreide und mit 1°/o Raffinose war 
negativ, wiewohl die Bakterien stark gewachsen waren. 

3. Man kann auch Monosen nachweisen mit Hilfe gewisser Hefe- 
arten, welche nur auf Kosten dieser einfachen Zucker zu wachsen ver- 
mögen. Schüttelt man in dem noch flüssigen Hefewasseragar mit 
Saccharose (2/6) etwas von einer solchen Hefe (z.B. Saccharomyces 
apiculatus) auf, so wird sich in der fertigen Platte die Inversion zeigen 
durch das Wachstum der Hefe um die Impfstriche der invertierenden 
Bakterie herum: die Platte trübt sich dort. Außer mit Saccharose habe 
ich auf diese Weise Versuche mit Laktose und Raffinose angestellt. Das 
Wachstum des Lactob. fermentum ist auf einer solchen Platte sehr 
üppig!). Nichtsdestoweniger war das Wachstum der Hefe in allen Fällen 
sehr gering, bei der Laktose sogar gleich null. Es war nicht der Zu- 
stand der Hefe daran Schuld, denn einige zufällige Infektionen aus der 
Luft riefen auf der Saccharoseplatte sehr starke Wachstumsfelder hervor. 
Auch für die Annahme eines schädlichen Produktes von L. fermentum 
liegt kein Grund vor. Es scheint also nur eine sehr geringe Inversion 
einzutreten; vielleicht ist das invertierende Enzym nur ein Endoenzym, 


1) Es zeigt sich hier wiederum eine starke Förderung des Wachstums durch An- 
wesenheit einer Hefe, wie es auch bei den Anhäufungskuituren zu bemerken war. 
Zeitschr. f. Gärungsphysiologie. Bd. V. 19 
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das erst nach dem Tode einer großen Menge Bakterien in nennenswerter 
Menge zutage tritt. Allerdings genügt diese Erklärung bei der Lak- 
tose nicht. 

L. fermentum ist ein sehr kräftiger Gärungsorganismus: in ge- 
eigneter Lösung (besonders Hefewasser mit Kreide) wird 5°/o eines ver- 
gärbaren Zuckers in 4—5 Tagen vollständig aufgezehrt. Wichtig dabei 
ist, daß die Flüssigkeit durch die Kreide annähernd neutral bleibt. 

Jedoch auch ohne Kreide kann diese Bakterie bei sehr großen 
Zuckerkonzentrationen eine Säuerung verursachen: das Maximum lag 
für Saccharose bei 40—45°/,. Bei 48°/, war keine Entwicklung mehr 
möglich. 

Weit empfindlicher zeigte sich L. fermentum gegen eine saure 
Reaktion der Nährflüssigkeit: die Zugabe von mehr als 3 cem norm. 
Milchsäure pro 100 cem Würze mit einem natürlichen Säuregrad von 
2,5 ccm norm. Säure pro 100 ließ kein Wachstum zu. Der Säuerungs- 
prozeß scheint demnach in gewissem Grade vom Wachstum unabhängig 
zu Sein, denn in nicht gesäuerter Würze kann der Säuregrad bis zu 12 
ansteigen, während das Wachstum schon bei mehr als 5,5 cem vollständig 
aufhört. Es können also nur die gebildeten Enzyme sein, welche den 
Säuregrad weiter erhöhen. 

Ein geringer Säuregrad, wie ihn die Würze zeigt, scheint aber 
doch vorteilhaft zu sein, denn auf Lackmus neutralisierte Würze zeigt 
sich für das Wachstum weniger günstig als nicht neutralisierte. Alka- 
lische Flüssigkeiten sind für Wachstum und Säuerung ungeeignet. 

Das Wachstum in Milch ist sehr gering, wiewohl die Laktose in 
Hefewasserlösung gut vergoren wird. Es scheint wiederum die Eiweiß- 
nahrung daran Schuld. Nur durch Impfung mit einer kräftigen Würze- 
kultur ließ sich eine Entwicklung in Milch erzielen, Plattenkolonien 
reichten dazu nicht aus. Es wurde niemals ein höherer Säuregrad als 
6,5 ccm erreicht. Auch gelang es nicht, L. fermentum durch An- 
häufungsversuche in Milch statt in Würze an erstere zu gewöhnen. 


Einfluß der Temperatur. 


Das Optimum des Wachstums und der Säuerung liegt in den 
ersten 24 Stunden bei 37—-40°, nach 5 Tagen war aber bei 35° die 
größte Säuremenge gebildet. Das Minimum liegt unter 13°. Bei dieser 
Temperatur trat erst nach 15 Tagen merkliches Wachstum ein. Das 
Maximum in Würze liegt bei 48°, bei welcher Temperatur aber in 
Malzmaische (35° Mehl) noch ziemlich starkes Wachstum möglich ist. 
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Bei 50° hört aber jede Wachstumsmöglichkeit auf. In der Tabelle II 
sind einige Daten, die sich auf das Verhältnis zwischen Temperatur und 
Säuregrad beziehen, zusammengestellt. 


Tabelle I. 


Beziehung zwischen Temperatur und Säuregrad in geschlossenen Flaschen 
mit Malzwürze (10° B.). 


Temperatur 
0 


Bemerkungen 


Nach 1 Tag Nach 5 Tagen 


Erst nach 15 Tagen fängt das Wachs- 
tum an. Sehr lange Bakterien (bis 


13—14 kein Wachstum | kein Wachstum 
60 u). Nach 19 Tagen Säuregrad 8. 


Das Wachstum fängt erst nach 38 Tagen 


= a dasselbe 2 an, die Gärung nach 4 Tagen. 
u 24 4 ie 11,4 Wachstum n. 2, Gärung n. 8 Tagen. 
w TE u 12,4 | Wachstum u. . Gärung nach 2 Tagen. 
33 g = — | Dasselbe nach 1 Tag. 
8 9,5 126 | Dasselbe. o 
i 37 I o 12,5 | Dasselbe. : 
æ mn 120 | Dasselbe. 
æ | œ 10,0 | Dasselbe. 5 
48—49 F kein Wachstum® 6 I Wachstum u. Gärung nach 2 Tagen. 
55 i dasselbe kein Wachstum j i i 


Die Abtötungstemperatur wurde bestimmt, indem Ösen von einer 
18stündigen Würze-Kreide-Kultur mit je 1 cem steriler Würze in Reagenz- 
röhrchen vermischt wurden, welche darauf bestimmten Temperaturen 
ausgesetzt wurden. Nach schnellem Kühlen unterm Wasserstrahl goß 
ich den ganzen Inhalt in Kölbchen mit 18°iger Würze. Nach 24 Stunden 
bei 35° wurde mit der nicht erhitzten Kontrolle verglichen. Bei letzterer 
trat kräftiges Wachstum ein. Drei Minuten lange Erhitzung auf 60° 
hemmte das Wachstum nicht, wohl aber 2 Minuten auf 65° (11/2 nicht) 
und in der Mehrzahl der Versuche auch 1 Minute auf 70° (*/; Minute 
nicht). Beijerineks Angaben‘), daß eine 25 Minuten dauernde Er- 
hitzung auf 70° ertragen werde, kann ich also nicht bestätigen. 


1) L. c, S. 226. 
19* 


292 Jan Smit, 


Reduktionsprozesse. 


L. fermentum ist, wie auch andere Milchsäurebakterien ein stark 
reduzierender Organismus: Lackmus, Methylenblau und Indigkarmin 
werden in Flaschenkulturen schnell entfärbt, amorpher Schwefel zu H:S 
reduziert. Auch aus Na2S20;, nicht aus NaaSOs, wird Schwefelwasser- 
stoff gebildet. Es wird wahrscheinlich der durch Säuren aus Thiosulfat 
abgespaltene Schwefel davon die Ursache seint). 

Die Reduktion von Molybdänsäure, Wolframsäure und m-Vanadin- 
säure, welche von vielen Mikrobenarten sehr leicht stattfindet und zu 
intensiv blau gefärbten Verbindungen Veranlassung gibt, wird von L. 
fermentum nicht bewirkt. Auch zur Nitratreduktion ist diese Art nicht 
imstande, das Wachstum in Malzwürze mit !/ıo°/o KNO3 in geschlossener 
Flasche war ausgezeichnet, aber nach 7 Tagen war kein Nitrit nach- 
zuweisen, während die Nitratreaktion nicht merklich abgenommen hatte. 


Glukosidspaitung. 


Bekanntlich sind mehrere Bakterienarten zu der Spaltung gewisser 
Glukoside, z. B. Amygdalin, Indikan, Aeskulin, befähigt, u. a. mehrere 
Aörobacterarten, B. anthracis, B. prodigiosus. Nach Beijerinck?) 
gehören dazu auch die aktiven Milchsäurefermente. Meine Versuche mit 
L. fermentum in dieser Richtung hatten aber negativen Erfolg. Aler- 
dings ist aber die schwach-saure Reaktion der Nährböden (Alkalisieren 
hemmt das Wachstum) für das Zustandekommen der Reaktion weniger 
günstig, aber auch auf Platten, die mit Kreide nahezu neutral gehalten 
wurden, war die Verfärbung mit Aeskulin und Indikan äußerst gering. 
Spaltung des Amygdalins ließ sich ebensowenig nachweisen wie die 
Bildung eines Erepsins, wie es Barthel?) bei einigen Milchsäure- 
bakterien (B. bulgaricus, B. lactis acidi Leichmann, Bact. casei & 
v. Freudenreich) nachgewiesen hat. 


Färbung. 


L. fermentum läßt sich nach Gramm leicht färben, ist aber 
nicht säurefest. Sonstige übliche Farbstoffe (Löfflers Methylenblau, 

1) Siehe über Reduktionsprozesse u. m.: Beijerinck, Phenomenes de reduction 
produits par les microbes, Arch. Neerl. Ser. II, T. IX, 1904, S. 136. 

2) Versl. Kon. Akad. Amsterdam, 1907, S. 886. 

3) Barthel, Z. f. Gärungsphysiologie, Bd. 2, 1913, 8. 214. 
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Carbolfuchsin, Carbolgentianviolett, wässeriges Fuchsin u. a. m.) werden 
leicht aufgenommen. 


Mannitbildung durch Milchsäurebakterien. 


Wie schon erwähnt wurde, ist L. fermentum imstande, einen 
Teil der dargebotenen Lävulose und Saccharose zu Mannit zu reduzieren. 

Die Bildung dieses Stoffes in zuckerhaltigen Flüssigkeiten ist eine 
längst bekannte Tatsache. Zum erstenmale hat Vauquelin!) eine Mannit- 
bildung in gärendem Zwiebelsaft beschrieben, während Pelouze?) auf 
das Auftreten dieses Stoffes neben Milchsäure und „matière visqueuse“ 
(wahrscheinlich Dextran) in durch schleimige Gärung angegriffenem 
Rübensaft hingewiesen hat. Dieselbe Gärung wird später auch von 
Pasteur?) beobachtet: in krankem Wein findet er einen Streptokokken, 
welcher die Gärung hervorrief. Nach diesem Forscher war es die Glukose 
des Weines, woraus der Mannit entstanden war nach der phantastischen 
Gleichung: 

25 CsH1205 = 12 CsH1005 + 12 CeH140s + 6 CO: + 6 H20. 
Schleim Mannit 

Außerdem entstanden dabei Milchsäure, Buttersäure und Alkohol. 
Die Tatsache, daß in Kulturen mit Kreide kein Mannit entstand, er- 
klärt Pasteur durch den Umstand, daß in neutralen Flüssigkeiten der 
zuerst gebildete Mannit wieder verbraucht wird. Bei einer solchen, 
durch Käse, Gluten oder tierische Gewebe eingeleiteten Gärung kann 
das auch nicht wundernehmen. Nach Pasteur kann aber auch Schleim- 
bildung ohne Mannitbildung vorkommen. Malbot‘) behauptet das um- 
gekehrte: Mannitbildung ohne Schleim. Dragendorf°) erwähnt Mannit- 
bildung bei einer durch Käse eingeleiteten Gärung von Rohrzucker- 
lösungen. Die dabei erhaltene Milchsäure war sogar von dem aus- 
kristallisierten Mannit ganz fest. 

Später haben vornehmlich die Weinchemiker sich mit der Mannit- 
gärung beschäftigt. Kramer‘) isolierte ein schleim- und mannitbildendes 
Stäbchen (B. viscosus vini), Carles”) erwähnt eine reine Mannitgärung 


1) Ann. chim. phys. 65, 1807, S. 161. 

2) Ibidem 52, 1833. 

3) Etudes sur le Vin und Comptes Rendues 45, 1857, S. 913. 
4) Bull. Soc. Chim. [3], 11, 1894, S. 87, 176, 413. 

5) Arch. de Pharm. 215, 1879, S. 47. 

®) Zentr. f. Bakt., II. Abt., 8, 1890, S. 77. 

?) Comptes Rendues 112, 1891, S. 811. 
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in algerischem Weine. Als die Ursache dieser Krankheit nennt er die 
Hinzugabe von Feigen. während J&gou!) und Roos?) auch Mannit 
finden in Weinsorten, welche von Gegenden, wo keine Feigen zu finden 
sind, herrühren. Péglion’) beschreibt ein Bakterium aus italienischem 
Weine, welches bei Luftabschluß neben Gas, Essigsäure, Propionsäure, 
Buttersäure und Milchsäure auch Mannit bildet. 

Es tritt also oft die Mannitbildung neben der Milchsäurebildung 
auf, und es läßt sich vermuten, daß dies auch der Fall wäre bei den- 
jenigen der oben genannten Prozesse, wo es nicht ausdrücklich betont 
wurde. Es sind eben von allen bisher bekannten Bakterienarten die 
Milchsäurebakterien die einzigen, welche diese Reduktion zeigen. Sind 
aber auch alle aktive Milchsäurebakterien dazu befähigt? Wie oben 
dargetan, gibt Pasteur eine Gleichung, worin neben dem Mannit auch 
Kohlensäure auftritt, und auch Duclaux*) hat später die Bildung des 
Mannits mit der Kohlensäurebildung in Verbindung gebracht. Letzterer 
gibt dafür die Gleichung: 

13 CeHi20s + 6 H20 = 12 CeHi40s + 6 COs, 
welche sich in die beiden folgenden spalten läßt: 
CsH120s + 6 H:O = 6 CO: + 12 He 
12 CsH1206 + 12 Hz = 12 Ce H140e. 

Es lag also die Frage nahe, ob es wirklich nur die gasbildenden 
Milchsäurebakterien seien, welche zur Mannitbildung befähigt sind, und 
ob auch alle gärenden Arten diese Eigenschaft zeigen. Nach Beijerinck 
würde diese allgemeine Regel nicht zutreffen, denn er sagt ausdrück- 
lich’), daß alle „aktiven“ Milchsäurebakterien zu dieser Reduktion be- 
fähigt seien. In der Literatur findet man, wie gesagt, tatsächlich die 
Mannitbildung neben der Milchsäuregärung sehr oft erwähnt. Es han- 
delte sich dabei aber meistens um Gemische vieler Arten, und der Be- 
weis wurde nicht geliefert, daß es gerade die Milchsäurebakterien waren, 
welche zu der Mannitbildung Veranlassung gaben. Nur in zwei Fällen, 
nämlich beim „Ferment mannitique“ von Gayon und Dubourg 
(loc. cit.) und den Weinbakterien von Müller-Thurgau und Oster- 


1) J. de Pharm. et de Chim. (5) 27, 1893, S. 405. 

2) Ibidem (5) 28, 1893, S. 103. 

3) Zentr. f. Bakt., II. Abt., 4, 1898, S. 473. 

4) Traité de Microbiologie IV, S. 122. 

5 Arch. Néerl. (2) VI, 1901, S 219; Versl. kon. Akad. Amsterdam, 1907— 1908, 
S. 886; Folia Microbiologica, 1912, S. 395. 
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walder!) läßt sich aus den Beschreibungen schließen, daß es sich da- 
bei tatsächlich um solche handelt, und so gehen auch in diesen Fällen 
Mannit- und Kohlensäurebildung Hand in Hand. Eine Ausnahme wird 
aber von den letztgenannten Forschern erwähnt: sie behaupten nämlich, 
daß von Saecharobaeillus pastorianus var. berolinensis (Henne- 
berg) kein Mannit gebildet werde, wohl aber Kohlensäure. Sie haben 
aber zum Nachweis des Mannits die sehr unzulängliche Methode von 
Gayon und Dubourg?) benutzt, so daß diese Frage noch nicht als er- 
ledigt zu betrachten ist. Noch weniger wahrscheinlich wird die Richtig- 
keit der Behauptung von Müller-Thurgau und Osterwalder, wenn 
man bedenkt, daß der so nahe verwandte Saccharobaeillus pastori- 
anus (van Laer) nach meinen eigenen Erfahrungen (siehe unten) 
wohl Mannit bildet. 

Ich habe darum noch einige Arten von aktiven Milchsäurebakterien 
in dieser Richtung untersucht. Dazu wurden die jungen Reinkulturen 
in eine Lösung von 10 g Lävulose in 200 cem Hefewasser geimpft, mit 
einem Überschuß CaCOs. Nach der Vergärung überzeugte ich mich von 
der Anwesenheit des Mannits nach einer Methode, welche, kurz gefaßt, 
folgende war®): nach Erhitzung mit Kalkmilch wurde die eingetrocknete 
Flüssigkeit mit Alkohol ausgezogen, und dieser Auszug von Milchsäure 
und Alkohol befreit. Die erhaltene wässerige Lösung wurde nach Ent- 
färbung eingedampft. Dabei zeigt sich der Mannit in charakteristischen 
Kristallen. Bei Abwesenheit derselben wurde versucht, ob die wässerige 
Lösung imstande sei, mit Kupfersulfat und Natronlauge eine tiefblaue 
Lösung zu geben (eine Eigenschaft, welche allen mehrwertigen Alkoholen 
gemeinsam ist). War das nicht der Fall, so durfte die Abwesenheit 
des Mannits als erwiesen betrachtet werden. 

Nach dieser Methode wurden untersucht: 

1. Bacillus Delbrücki. (Eine Reinkultur verdanke ich der 
Freundlichkeit des Herrn Dr. Henneberg - Berlin.) Mannit 
wurde nicht gebildet. Bekanntlich fehlt auch die Kohlensäure. 
Ein Versuch mit dem oben beschriebenen „Lactobacillus Del- 
brücki“ ergab das nämliche Resultat. 

2. Saecharobaeillus Pastorianus (van Laer). Herr Prof. 
van Laer hatte die Liebeswürdigkeit mir eine Kultur dieser 


1) Zentr. f. Bakteriologie, II. Abt., 36, 1912, S. 129. 

2) Siehe darüber meine Dissertation und Z. f. Anal. Ch. 53, 1914, S. 473. 

8) Die Anwendbarkeit und Genauigkeit dieser Methode habe ich in meiner Dis- 
sertation (Amsterdam 1913) und in der Z. für Anal. Ch. 53, 1914, S. 473, dargetan. 
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Bakterie zu übersenden. Sie gehört zu den gärenden Milch- 
säurebakterien. Unter den Produkten aus Lävulose fand sich 
Mannit vor’). 

3. Bacillus lactis acidi (Leichmann). Diese Art wurde aus 
Milch isoliert, die bei 45° gesäuert worden war. Dieser Stamm 
erregte bei 40° eine schnelle und homogene Gerinnung der 
Milch (Säuregrad 15,5 cem Normallauge pro 100 ccm). Kohlen- 
säure und Mannit fehlen unter den Produkten aus Lävulose. 

4. Lactococcus lactis (Bacterium lactis acidi Leichmann). 
Eine Reinkultur erhielt ich aus spontan gesäuerter Milch. 
Kohlensäure und Mannit fehlen. 

5. Bacillus bulgaricus. Eine Reinkultur wurde aus einem 
Yoghurt-Präparat des Handels isoliert auf Molkenagar mit 1°/o 
Glukose (40°). Darauf wächst diese Art in Fäden von außer- 
ordentlicher Länge (200 « und mehr). In Milch wird etwa 25 « 
erreicht. Mannit und Kohlensäure werden nicht gebildet. 

6. Aus demselben Yoghurt-Präparat wurde ein Milchsäurestrepto- 
coccus isoliert. Gleiches Resultat. 

7. Streptococcus hollandiae (die Mikrobe der „langen Wei“). 
Eine Reinkultur davon verdanke ich Herrn Prof. Beijerinck. 
Auch hier fehlen Mannit und Kohlensäure. 

8. Lactococcus dextranicus (Beijerinck). Es sind dies die 
Lactokokken, welche unter dem Namen der Leuconostoc 
mesenterioides allgemein bekannt sind. Sie erzeugen aus 
Rohrzucker Dextran. Die Anhäufung dieser Art ist von Beije- 
rinck?) ausführlich beschrieben worden. Es wird dort auch die 
Bildung von Mannit neben Kohlensäure erwähnt. Ich 
habe dasselbe oft bestätigen können. 


Es scheint also ein auffallender Parallelismus zu bestehen zwischen 
Mannit- und Kohlensäurebildung. Duclaux hat diese Beziehung in den 
schon genannten Gleichungen festgelegt. Darin wird eine intermediäre 
Wasserstoffbildung angenommen, welche die Reduktion der Lävulose 
veranlaßt. Die Frage bleibt dabei unbeantwortet, welcher Vorgang bei 
der Vergärung der übrigen Zuckerärten angenommen werden muß: da- 


1) Die Mitteilung Hennebergs (Gärungsbakt. Praktikum, S. 480), daß Wachstum 
stattfinde in Hefewasser und daß Mannit gesäuert wird, konnte ich an diesem authen- 
tischen Stamme nicht bestätigen. In Anbetracht der Mannitbildung erregt letztere Be- 
hauptung einigen Zweifel. 

2) Folia microbiologica, Bd. 1, 1912, S. 877. 
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bei bildet sich ebenfalls Kohlensäure, aber von einem, dem Mannit ähn- 
lichen Reduktionsprodukt oder von freiem Wasserstoff keine Spur. Es 
liegt dann zuerst der Gedanke nahe, daß die Vergärung der Glukose 
usw. anderes verläuft als diejenige der Fruktose. Die qualitative Ana- 
lyse unterstützt diese Annahme, indem sowohl bei dem Ferment 
mannitique wie beim L. fermentum der Alkohol unter den Produkten 
der Fruktose fehlt. Die quantitative Analyse ergab für L. fermentum 
folgendes !): 


Glukose Lävulose Saccharose 
Kohlensäure . . . 14,1% 7 °%o 17,4 °/o 
Alkohole 2 a ao IGO 2e 168 „ 
Milchsäure . . . . 471, ID Tr 
Essigsäure . . . . 37, 19,98, 6,1 „ 
Ameisensäure . . . O1, 02 „ 0,1 ,„ 
Bernsteinsäure. . . 12, l4 0I 
Mannit a gel: 60,1 ,„ 23,8 „ 
Glyzerin e Ga — , —  , 
Bakterien . S n. best. lc, 


92,9 0/0 93,9% 100,5 % 


Man sieht, daß bei der Lävulosegärung die Milchsäure vor der Essig- 
säure zurückgeblieben ist, und sich auch Kohlensäure in geringen Mengen 
bildet. Die Saccharose nimmt zwischen beiden Zuckern eine mittlere 
Stellung ein, gemäß ihrer Zusammensetzung. Aus den zitierten Glei- 
chungen über die Bildung des Mannits läßt sich entnehmen, daß das Ver- 
hältnis der Mannit- und Kohlensäuremengen etwa 8,2 betragen müßte. 
Die von Gayon und Dubourg für das Ferment mannitique er- 
haltenen Zahlen schwanken zwischen 10,6 und 5,3. Beim L. fermentum 


finden wir Spr = 8,6, für das in der Saccharose anwesende Fruktose- 


molekül zer — 3,4. Die Sache steht also kaum fest. 


Aus den von ihnen gefundenen Zahlen für Glukose entnehmen 
Gayon und Dubourg für das Verhältnis zwischen Alkohol und Kohlen- 
säure die Zahl 1,08 in Übereinstimmung mit der alkoholischen Gärung 


1) Näheres über Methoden usw. siehe meine Dissertation. Ebendort eine neue 
quantitative Bestimmung des Mannits, siehe auch Chem. Weekblad 10, 1913, S. 894 und 
Z. f. anal. Chemie 58, 1914, S. 473. 
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(1,04). Der Schluß, den sie daraus ziehen: daß die Kohlensäurebildung 
die Folge einer Zymasewirkung sein sollte, scheint mir aber ganz un- 
zulässig: es läßt sich nicht einsehen, warum dieses Ferment bei der 
Vergärung der Fruktose ganz unwirksam sein sollte, während die Hefen- 
zymase die Fruktose gleich stark wie die Glukose angreift. Freilich 
besteht noch die Möglichkeit einer primären Alkoholbildung, welche dann 
weiter umgesetzt werden könnte, etwa nach der Gleichung: 


2 Cs Hi2 Og + C H60 + H0 = C H102 + 2 Cs Hi0. 
Essigsäure Mannit 

Damit wäre zugleich die Zunahme der Essigsäure bei der Fruk- 
tosegärung erklärt, allerdings nicht die Abnahme der Milchsäure: die 
Umbildung in Essigsäure ist dafür ein nicht wahrscheinlicher Ausweg. 

Quantitativ würde obige Gleichung ein Verhältnis en == 
erfordern. Nimmt man an, daß gleich viel Alkohol primär gebildet 
werde wie aus Glukose, also 16,9°/o des vergorenen Zuckers, so ist das 
gefundene Verhältnis an — 3,56. Die Übereinstimmung ist nicht 
gerade schön. 

Indessen wäre vielleicht auf dem Papier eine andere Gleichung zu 
finden, welche den gefundenen Zahlen besser entspräche, aber diese 
sowohl wie jene würde viel zu weit führen auf dem Wege der reinen 
und unbeweisbaren Hypothesen, und es bleibt also vorläufig eine offene 
Frage, ob wirklich die Kohlensäure bei der Fruktosegärung auf andere 
Weise entstanden sei als bei den übrigen Zuckerarten. Mir scheint, 
daß diese Frage verneint werden müsse, womit dann aber eine neue 
Erklärung der Mannitbildung nötig wäre: es würden damit die Gleichungen 
Duclaux’s hinfällig werden. Anch für die oben gegebene Gleichung 
fehlt vorläufig jeder Grund. 

Fragt man, ob etwa ein Grund vorhanden sei, warum die Fruk- 
tose auf anderem Wege als die übrigen Zuckerarten vergoren werden 
sollte, so müßte man auch diese Frage verneinen. Die Keto-Struktur 
dieses Zuckers kann nicht die alleinige Ursache seiner Sonderstellung sein, 
da erstens die chemische Reduktion (z. B. durch Na-Amalgam) die 
Ketozucker nicht zu bevorzugen scheint, eine außerordentliche Reduzier- 
barkeit also nicht durchweg vorhanden ist, zweitens da andere Ketosen, 
wie die Sorbose, bei ihrer Vergärung kein dem Mannit ähnliches Re- 
duktionprodukt liefern. Die Sorbose wird von L. fermentum nicht, vom 
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Ferment mannitique wohl angegriffen, und verhält sich dabei wie die 
Glukose, und bildet dagegen keinen Sorbit. 

Dem Obengesagten kann man entgegenhalten, daß doch bei den 
Essigbakterien eine gewisse Beziehung zwischen den Alkoholen und den 
Ketozuckern nicht zu verkennen sei: es werden Mannit und Sorbit durch 
gewisse Essigbakterien zu Fruktose und Sorbose oxydiert, während aus 
Glukose Glukonsäure gebildet wird!). Es besteht also tatsächlich ein 
gewisser Antagonismus zwischen den Keto- und den Aldozuckern, aber 
die Sonderstellung der Fruktose neben der Sorbose, was die Reduktion 
durch das Ferment mannitique betrifft, wird damit nicht aufgehoben. 

Es steht also die Frage der Mannitbildung m. E. noch ungelöst 
da. Nichtsdestoweniger bleibt die Tatsache interessant, daß zur Mannit- 
bildung nur diejenigen aktiven Milchsäurebakterien befähigt sind, welche 
zugleich Kohlensäure bilden, und daß der Alkohol unter den Gärungs- 
produkten fehlt, während die Milchsäure zugunsten der Essigsäure stark 
abnimmt. 

Hoffentlich wird durch Prüfung mehrerer Milchsäurebakterien auf 
ihre Mannitbildung für die Frage nach dem Verhältnis zwischen Kohlen- 
säure und Mannitbildung und für die Mannitfrage überhaupt, mehr 
Material herbeizuschaffen sein. 


1) Siehe darüber: G. Bertrand, Ann. chim. phys. (8) 3, 1904, S. 181; 
A. J}. Watermann, Chem. Weekblad 10, 1913, S. 718. 
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impft und in Mengen von 10°/, der Erde beigemischt. In 17 Tagen wurden 
bei 26°.C pro 100 g solcher Erde 54—77 mg Luftstickstoff gebunden. 
Vegetationsversuche lieferten entsprechend günstige Ergebnisse. Auch der 
wässerige Auszug des behandelten Humus wirkte günstig. Löhnis. 
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Lipman, C. B. and Burgess, P. S. Antagonism between anions as affec- 
ting soil bacteria. TI. Nitrification. Centralbi. f. Bakt., II. Abt., 41, 
1914, S. 430—444 m. 6 Kurven. 

NaCO, NaSO, und NaCl wirken, wenn sie vereint zugegen sind, 
nicht hemmend, sondern stimulierend auf die Salpeterbildung in Erde ein. 

Diese war bei folgenden Kombinationen am höchsten: 


NaCl Na, S0, Na,C0, 
0,2 0,05 0,025 
0,15 0,35 0,025 
0,2 0,4 0,05 


ür die Behandlung von Alkali- 


Diese gegensätzliche Wirkung kann f 
Löhnis. 


böden von großer Wichtigkeit werden. 


P.S. Antagonism between anions as affec- 


Lipman, Ch. B. and Burgess, 
Centralbl. f. Bakt., IL. Abt., 


ting soil bacteria. III. Nitrogen fixation. 
42, 1914, S. 502—509. 
Ganz im Gegensatz zur Ammonifikation und Nitrifikation wird die 


Stickstoffbindung durch kombinierte Gaben von NaCl, Na,CO, und Na, S0, 
ndung der einzelnen Salze der Fall ist. 


eher gehemmt, als dies bei Anwe 
Ein Antagonismus der Anionen ist also hier nicht wahrzunehmen. Löhnis. 


Rhodin, S. Feldversuche mit schwedischen Kulturen von Leguminosen- 
bakterien. Deutsche landw. Presse +, 1914, S. 1016, 

Die jetzt (nach Simons Vorgang) auch von Chr. Barthel an der 

schwedischen „Centralanstalt“ in Erde gezüchteten Legumimosen-Impfkulturen 


wirkten ebensogut wie das Azotogen. Löhnis. 


Pantanelli, E. Elektrolytische Bestimmung der biologischen Bodenauf- 
schließung. Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 42, 1914, S. 439—443. 

Bestätigt J. König, daß elektrolytische Messungen gewisse Anhalts- 
punkte für die Tätigkeit der Erdorganismen liefern, namentlich in bezug auf 
die Lösung der mineralischen Bodenbestandteile. Auch Beziehungen zur 
Gesamtkeimzahl der geprüften Erden stellten sich heraus. Diese war 
namentlich in den mit untersuchten Wüsten- und Salzböden naturgemäß sehr 


gering. Aktinomyzeten herrschten vor. Löhnis. 


A. Studies on soil protozoa. II. Some of the activities of 
protozoa. Centralbl. f. Bakt., D. Abt., 42, 1914. 

Die Erwärmung von Protozoen-Verdünnungen (in Erdextrakt) auf 

580 C tötet wahrscheinlich auch einen Teil der Zysten ab. Zusatz von Ätz- 

kali ist vielleicht vorzuziehen. Immerhin ließ sich jedoch mit hinreichender 


Cunninghanı, 
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Sicherheit feststellen, daß die Protozoen auch dann in der Erde in aktiver 
Form zugegen sind, wenn deren Wasserkapazität nur zu etwa 70°/, gesättigt 
ist. Bei niedriger Temperatur (8° C) herrschen Flagellaten vor. Bei 20° C 
sind alle 3 Hauptgruppen (Flagellaten, Ciliaten und Amoeben) ungefähr gleich 
zahlreich vertreten. Eine Temperatur von 30° C sagt den Ciliaten besonders 
zu. Bei 38° C kamen nur wenig Amoeben zur Entwicklung. Wurden 
Protozoen in ammonifizierende Lösungen eingeimpft, so wurde die Zahl der 
Bakterien deutlich herabgesetzt, weniger dagegen die Intensität der Am- 
moniakbildung. Löhnis. 


Martin, C. H. and Lewin, K. R. Some notes on soil protozoa. Phil. 
Transact. R. Soc. London [B] 205, 1914, S. 77—94 m. 2 Taf. 
Amoeben-Systematik und Methodik werden erörtert. 3 neue Arten 
wurden beschrieben und abgebildet; es sind dies: Vahlkampfia soli, Amoeba 
cucumis und Amoeba gobannensis. Über die Existenz der Protozoen im 
trophischen Zustande im Boden soll später berichtet werden. Löhnis. 


Conn, H. J. Bacteria of frozen soil. III. Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 42, 
1914, S. 510—519. 
Es wurde erneut (bei Topf- wie Feldversuchen) konstatiert, daß die 
Zahl der auf Gelatine zur Entwicklung kommenden Keime während des 
Winters (speziell im Februar) steigt, namentlich in gut durchlüftetem Boden. 
Worauf dies zurückzuführen ist, bleibt festzustellen. Löhnis. 


Kelley, W. P. The lime-magnesia-ratio: I. The effects of calcium and 
magnesium carbonates on ammonification. Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 
42, 1914, S. 519—526. 

Trotzdem die vom Verf. untersuchten Erden von Hawaii verhältnismäßig 
reich an Magnesium sind, förderte doch MgCO, die Ammonifikation meist 
mehr als CaCO,. Nur in einer Reisfelderde wirkte dieses günstiger. Die 
Ammonifikation von Blutmehl wurde durch MgCO, in der Regel mehr ge- 
fördert als die Ammoniakbildung aus Sojabohnenkuchenmehl. Dolomit wirkte 
trotz seines Mg-Gehalts ähnlich dem CaCO,. Weitere Versuche über Nitri- 
fikation sollen folgen. Löhnis. 


Wojtkiewiez, A. Beiträge zu bakteriologischen Bodenuntersuchungen. 
Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 42, 1914, S. 254—261. 

Erdproben von einem teils gebrachten, teils mit verschiedenen Früchten 
bestellten Felde wurden untersucht in bezug auf Keimzahl, Stickstoffbindung, 
Nitrifikation, Denitrifikation, Pepton- und Harnstoffzersetzung. Die Keim- 
zahl war im Frühjahr am höchsten, im Winter am niedrigsten; die Stickstoff- 
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bindung im Herbst am höchsten, im Winter am niedrigsten, und im Sommer 
höher als im Frühling. Im Brachlande waren sowohl Keimzahl wie Stick- 
stoffbindung am niedrigsten, unter Kartoffeln am höchsten. Die Nitrifikations- 
versuche verliefen resultatlos; sie wurden nach einer höchst sonderbaren, 
von S. M. Bogdanoff empfohlenen Methode angestellt: Erde (ohne Zusatz 
von Ammonsalz oder dergl.) wird nur 2 Tage aufbewahrt und der Nitrat- 
es Versuches verglichen. Die Denitrifikation 
wurde in Giltay-Lösung geprüft, und zwar wurde nur die Zeit festgestellt, 
in der das Nitrat verschwand, nicht aber die Menge des in Freiheit gesetzten 
Stickstoffs. Die beobachteten Unterschiede waren sehr gering; die Herbst- 
proben denitrifizierten am raschesten. Ebenso lieferte die Peptonzersetzung 
zu dieser Zeit die höchsten Werte. Der Harnstoffabbau erreichte sein Mini- 
suche, auch die Kohlensäureentwicklung in den 
lieferten gleichfalls keine markanten 


gehalt zu Beginn und am Ende d 


mum im Sommer. Einige Ver 


Kreis der Untersuchungen zu ziehen, 
Resultate. Feste Beziehungen zur Gesamtkeimzahl bestanden nicht. 
Löhnis. 


Löhnis, F. and Green, H.H. Methods in soil bacteriology. VII. Am- 
monification and nitrifieation in soil and solution. Centralbl. f. Bakt., 
II. Abt., 40, 1914, S. 457-579. 

In Ergänzung früherer Mitteilungen werden zunächst weitere Versuche 
über Ammonifikation referiert, durch die u. a. festgestellt wurde, daß die 
in der Regel wesentlich schwächere Ammoniakbildung aus Blutmehl in 
wässeriger Aufschwemmung weniger auf die halb anaëroben Bedingungen 
als vielmehr auf die mangelhafte Verteilung der. einzelnen Partikel zurück- 
zuführen ist. Vergleichende Versuche mit Sand und mit Erde zeigten dies 
sehr deutlich. Manche Blutmehlsorten scheinen außerdem spezifische Sub- 
stanzen zu enthalten, die besonders in der Lösung die Ammoniakbildung be- 
einträchtigen. 

Weiterhin wurden nochmals diejenigen Bedingungen festgestellt, die 
für den normalen Ablauf der Nitrifikation von Wichtigkeit sind, die aber 
gleichwohl sehr häufig nicht die entsprechende Beachtung gefunden haben. 
In hinreichend flacher Schicht ist die Salpeterbildung ebenso stark wie in 
(der zur Impfung benutzten) Erde selbst. Dagegen gaben Sandversuche 
wesentlich niedrigere Resultate, die sicher der fehlenden Ammoniak-Absorption 
zugeschrieben werden müssen. Speziell müssen die Konzentration der am- 
moniakhaltigen Lösung, die Reaktion des Substrats, die Lüftung und die 
Temperatur richtig gewählt bezw. eingestellt werden, wenn einwandfreie Er- 
gebnisse erhalten werden sollen. Wie manche andere, so entsprechen 
namentlich auch die von Stevens und Withers durchgeführten Experimente, 
die immer von neuem als maßgebende Beweise gegen die Zuverlässigkeit 
von in Lösungen angestellten Unisetzungsversuchen zitiert werden, diesen 
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Forderungen keineswegs; sie können deshalb als beweiskräftig nicht aner- 
kannt werden. In einem kritischen Anhange wird dies an der Hand der 
verschiedenen Publikationen jener Autoren eingehend dargelegt. Löhnis. 


Green, H. H. Investigations into the nitrogen metabolism of soil. 
Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 41, 1914, S. 577—608. 


Die Untersuchungen erstreckten sich auf die Ammoniakbildung aus 
Fleisch-, Horn-, Biutmehl und aus Cyanamid, auf die Salpeterbildung aus 
Ammonsulfat und auf die Stickstoffbindung in Mannitlösung. Mit Ausnahme 
der zuletzt genannten Versuchsreihe wurden die Umsetzungen sowohl in 
Lösungen wie in Erde verfolgt und durch entsprechende Versuche auf dem 
Felde kontrolliert. Auf der einen Hälfte des Feldes wurden die Stoppeln 
sogleich nach der voraufgehenden Ernte umgebrochen. 

Diese verschiedene Art der Bodenbearbeitung blieb ohne erkennbaren 
Einfluß auf die Erdfeuchtigkeit und auf den Verlauf der Stickstoffumsetzungen- 
Gleichwohl enthielten die Ernten auf jener Hälfte des Feldes ca. 8 kg Stick- 
stoff (pro ha) mehr. 

Die Jahreszeit wirkte auf den Abbau des organischen Stickstoffes nur 
wenig ein. Das Maximum war im April zu verzeichnen. Die Nitrifikation 
erreichte zwei Höhepunkte, im März und im Oktober; das Minimum im 
Sommer dürfte auf den von den Erdprotozoen ausgeübten Einfluß zurückzu- 
führen sein. Die Stickstoffbindung war am stärksten im Mai, doch hielt sie 
sich auch während des Sommers (1913) auf einer bis dahin nicht beobach- 
teten Höhe. 

Die Ergebnisse der Lösungsversuche stimmten mit Resultaten des 
Feld-Düngungsversuches besser überein als die Ergebnisse der Erdversuche, 
wie folgende Zusammenfassung erkennen läßt. 


Fleischmehl Hornmehl Blutmehl Cyanamid 


Anmonifikation und Nitrifikation | Erdversuche . . 43 3T 46 48 
in %/, v. Ges.-N l Lösungen . .. 4 19 19 44 

Ausnutzung des Dünger-N (in %,) durch die Ernten 24 18,5 17 46,5 
Löhnis. 


Traaen, A. E. Untersuchungen über Bodenpilze aus Norwegen. Nyt 
Magazin for Naturvidenskaberne 52, 1914, I, S. 20—121 m. 1 Taf. 

Auf Papier, das mit einer (der von van Iterson vorgeschlagenen 
ähnlichen) mineralischen Nährlösung befeuchtet war, wurden 120 Pilze aus 
verschiedenen Erdproben isoliert. Am häufigsten fanden sich folgende 7: 
Geomyces vulgaris (n. g., n. sp.), Geom. sulfureus (n. sp.), Geom. auratus 
(n. sp.), Humicola fuscoatra (n. g., n. sp.), Hum. grisea (n. sp.), Trichoderma 
lignorum (Tode) und Actinomyces spec. Diese Pilze wurden eingehend stu- 
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diert. Ihr Temperatur-Optimum liegt bei 18—25° C, das Minimum nahe 0°. 
Die günstigste anorganische Stickstoffquelle stellt für die Geomyces-Arten der 
Salpeter, für die Humicola-Arten dagegen die Ammonsalze dar. Trauben-, 
Frucht- und Rohrzucker sowie Stärke erwiesen sich als gute, Xylan und 
Pektin als schlechte Kohlenstoffquellen. Zellulose wird angegriffen, doch 
nur sehr langsam. Stickstoffbindung war nicht nachzuweisen. Löhnis. 


Hanzawa, J. Einige Beobachtungen über Stickstoffbindung durch Azoto- 
bacter in stiekstoffarmen und in stiekstoffreichen Substraten. Centralbl. 
f. Bakt., II. Abt., 41, 1914, S. 573—576. 

Zusatz von Salpeter zur Mannitlösung brachte die Stickstoffbindung 
zum Stillstand, wenn der darin zugeführte Stickstoff 2,5°/, des Kohlenstoff- 
vorrats gleichkam. Dagegen wirkte Humusstickstoff auch dann nicht hem- 
mend, wenn seine Menge 5°/, des Kohlenstoffs entsprach. Selbst unter diesen 
Bedingungen wirkte er noch deutlich fördernd, und weitere Versuche lehrten, 


daß speziell Stallmist-Humus selbst als Energiequelle fungieren kann. 
Löhnis. 


Krainsky, A. Die Aktinomyzeten und ihre Bedeutung in der Natur. 
Centralbl. f£. Bakt., II. Abt., 41, 1914, S. 649—688 m. 2 Taf. u. 4 Textabb. 
Nach kritischer Besprechung der Literatur wird zunächst über An- 
ordnung und Ergebnisse von Anhäufungsversuchen berichtet. Ein Actinomyces 
cellulosae wurde in folgender Lösung erhalten: 50°), Leitungswasser, 2 bis 
30%/, Zellulose, 0,05°/, NH,Cl, 0,05%, K,HPO,, in flacher Schicht (im Erlen- 
meyer-Kolben), reichlich mit Erde geimpft, bei 40° C gehalten. Enthielt die 
Lösung statt Zellulose 1°/, Stärke und statt NH,C1 0,3°/, KNO,, so herrsch- 
ten Actinomyces coelicolor und A. diastaticus darin vor. Obgleich das Tempe- 
ratur-Optimum für alle 3 Arten bei 30—35° C liegt, ist doch die höhere 
Temperatur bei der Anhäufung deshalb vorteilhafter, weil dadurch die Bak- 
terien mehr zurückgedrängt werden. Zur direkten Zählung der Aktinomy- 
zeten in Erde erwies sich Caleiummalat-Agar besonders brauchbar. Weiterhin 
werden Morphologie und Physiologie der Aktinomyzeten behandelt; eine 
große Zahl neuer Arten wird aufgestellt. Viele von ihnen sind zur Stärke- 
lösung befähigt. Zellulose wird speziell durch folgende Arten angegriffen: 
Actinomyces roseus, griseus, cellulosae, diastaticus, melanosporus und melano- 
cyclus. Kieselsäureplatten mit Zellulosezusatz bewährten sich zur Isolierung 
dieser Organismen am besten. Geeignete Stickstoffquellen sind neben den 
organischen Substanzen sowohl die Ammonsalze wie der Salpeter. Nitrat 
wird zu Nitrit, nicht aber zu Ammoniak reduziert. In einem die Systematik 

behandelnden Kapitel werden die neuen Arten ausführlich beschrieben. 

Löhnis. 
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Koch, A. Über die Einwirkung des Laub- und Nadelwaldes auf den 
Boden und die ihn bewohnenden Pflanzen. Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 
41, 1914, S. 545—572 m. 4 Taf. 

Fichtenhumus wirkt im Gegensatz zum Buchenhumus ungünstig auf 
höhere Pflanzen wie auf die Mikroflora des Bodens ein. Die Koniferen- 
Stoffwechselprodukte (ätherische Öle) bedingen dies. Die Nitrifikation ver- 
lief in den beiden Humussorten folgendermaßen: 


Buchenhumus Fichtenhumus 

100 g Humus enthielten mg Gesamtstickstoff . . . . . 979,7 1250,2—1384,3 
Br | zu Begim. . 22.222.202. 1878 9,75—26,98 
0 De a o ua E 42,2—54,91 


Der Buchenhumus war also, trotz niedrigeren Gesamtstickstoffgehaltes, 
deutlich überlegen. Ob überhaupt im Waldhumus Nitrifikation stattfindet 
oder nicht, hängt offenbar sehr vom Zersetzungsgrade ab. Manche Humus- 
proben enthalten gar keinen Salpeter. Löhnis. 


Lemmermann, O und Wichers, J. L. Verlauf der Denitrifikation in Böden 
bei verschiedenem Wassergehalt. Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 41, 1914, 
S. 608—625 m. 1 Kurve. 


Verschiedene Erden wurden pro kg mit 5 g Dextrose und 1,518 g 
NaNO, versetzt, und nach verschieden hoher Sättigung der Wasserkapazität 
längere Zeit aufbewahrt. Die Ermittelung des Gesamtstickstoffes lehrte, 
daß eine fast vollständige Zerstörung des Salpeters dann eintrat, wenn die 
Sättigung der Wasserkapazität 75°/, überschritt. Zwischen 50 und 75°/, war 
sie am geringsten, doch fand auch noch unterhalb 50°/, echte Denitrifikation 
(d. h. Zerstörung des Nitrats unter Abspaltung des Stickstoffes) statt. 

Löhnis. 


Bau, Arminius. Über die Haltbarkeit einiger Hefenenzyme. Wochenschr. 
f. Brauerei, 32, 1915, S. 141—143, 151—154, 159—162, m. 1 Abb. 

Verf. benutzte zu seinen Untersuchungen vier Trockenhefen vom Froh- 
bergtypus, welche in den Jahren 1896 und 1903 bei niedrigen Temperaturen 
getrocknet waren, während eine der letzteren Hefen im Jahre 1908 allmählich 
noch auf 105° erhitzt wurde, und zwar unter Bedingungen, welche die Enzyme 
nicht schädigen konnten. In diesen z. T. 18°/, Jahre alten Hefen wurden 
folgende Enzyme nachgewiesen: Invertase, Maltase, Melibiase (diese nur bei 
den Unterhefen), Emulsin, Amygdalase, Karboxylase, Lipase und Endotryptase. 
Zu erwähnen ist, daß Karboxylase nur mittels brenztraubensauren Natriums 
erkannt werden konnte, dagegen nicht mit freier Brenztraubensäure. Die 
sonst in frischen Hefen noch vorhandenen Enzyme: Zymase, Trehalase, Katalase, 
Oxydase, Reduktase und Hefenlab wurden in den alten Trockenhefen nicht 
aufgefunden. Autoreferat. 
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Bau, Arminius. Über die Enzyme des Bieres. Wochenschr. f. Brauerei, 
32, 1915. 

In einem untergärigen, gut abgelagerten Bier vom Pilsener Typus, 
welches in Norddeutschland gebraut war, wies Verf. die Enzyme: Invertase, 
Melibiase und Amygdalase nach. Maltase, Emulsin, Karboxylase, Lipase, 
Endotryptase, Katalase, Oxydase, Reduktase und Hefenlab waren nicht vor- 
handen. Autoreferat. 


Müller-Thurgau und A. Osterwalder. Die Bakterien im Wein und Obst- 
wein und die dadurch verursachten Veränderungen. Mit 3 Tafeln und 
einem Literaturverzeichnis. Üentralbl. f. Bakt., 2. Abt., Bd. 36, S. 129. 


Bei normaler Kellerbehandlung findet in ganz sauren Traubensäften 
schon in den ersten Tagen nach der Kelterung kein Bakterienwachstum mehr 
statt. In milden Weinen bleiben von den Früchten stammende Bakterien 
erhalten und vermögen in der Folge Weinkrankheiten hervorzubringen. Bei 
der Kellerbehandlung ist die Übertragung der Bakterien von einem Weine 
in den anderen leicht möglich. Milchsäurebakterien treten bei Obst- 
weinen, namentlich milden Birnenweinen vielfach schon während der alko- 
holischen Hauptgärung in großer Zahl auf, so daß neben der alkoholischen 
Gärung gleichzeitig eine Milchsäure- oder Mannitgärung stattfindet. Auch 
Bakterien, die das Zähewerden des Weines bewirken, werden öfters schon 
während der alkoholischen Gärung im Weine vorgefunden. Bakterien, die 
für die Säureabnahme der Weine verantwortlich sind, treten meist schon 
nach Abschluß der alkoholischen Gärung auf. In vergorenen Weinen und 
Obstweinen wurden von den Verf. bewegliche Bakterien nicht gefunden 
und auch in unvergorenen Säften sind sie nur sehr selten und betonen die 
Verf., daß sich die gegenteiligen Angaben Kramers auf stark faulig zer- 
setzte Weine beziehen. Auch das Vorkommen sporenbildender Bakterien 
in Weinen kann als ein sehr seltenes bezeichnet werden. 

Im Gegensatze zu den „Weinfehlern“ sehen die Verf. als „Wein- 
krankheiten“ „jene fortschreitenden Veränderungen an, die durch im Saft 
oder Weine lebende Organismen (Schimmelpilze, Sproßpilze und Bakterien) 
verursacht werden und bei denen Produkte entstehen, die die Beschaffenheit 
des Weines hinsichtlich Geruch und Geschmack oder Bekömmlichkeit un- 
günstig beeinflussen“. So wäre z.B. der „Böckser“ als Weinkrankheit, 
der „Schimmelgeschmack“ als Weinfehler zu betrachten. 

Der Milchsäurestich befällt meist Obstweine, besonders ursprünglich 
säurearme Birnenweine, ferner milde Traubenweine und gallisierte, stark ge- 
streckte Weine. Er äußert sich in einem süßlich-säuerlichen, etwas kratzenden 
Geschmack und einem an unverdorbenes Sauerkraut erinnernden Geruch. Der 
milchsäurestichige Wein enthält neben viel Milchsäure auch ziemlich viel 
Essigsäure, Der charakteristische Geruch wird durch Ester der Milchsäure 
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erzeugt. Die den Milchsäurestich der Weine erzeugenden Bakterien sind zu- 
gleich auch als Erreger der „Mannitgärung“ anzusehen; doch glauben die 
Verf. „Milchsäurestich“ und „Mannitgärung“ auseinanderhalten zu müssen 
(vergl. hierzu Kossowicz, Lehrbuch der Chemie, Bakteriologie und Tech- 
nologie der Nahrungs- und Genußmittel, S. 476 und 477). Die Bakterien des 
Milchsäurestiches treten bald als Stäbchen, bald als lange, gegliederte oder 
ungegliederte Fäden auf und wären als zur Gruppe der sog. langen Milch- 
säurebakterien gehörig zu betrachten. Bacterium acidi lactici Hueppe 
kommt nach den Verf. für den Milchsäurestich nicht in Betracht. 

Die „Mannitgärung“ ist charakterisiert durch die Entstehung von 
Mannit, Milchsäure und Essigsäure aus Lävulose und den auffallend hohen 
Extraktgehalt der mannitkranken Weine, der sich auch geschmacklich be- 
merkbar macht. Die sehr allgemein gehaltene Angabe der Verf., daß Mannit 
weder von Hefen, noch von Bakterien weiter zersetzt wird, ist allerdings 
nicht zutreffend, wenn auch die Verf. für die vier von ihnen näher unter- 
suchten Weinbakterien eine Mannitverarbeitung nicht feststellen konnten 
(vergl. diesbezüglich Kossowicz, Lehrbuch der Chemie, Bakteriologie und 
Technologie der Nahrungs- und Genußmittel, S. 476, ferner die auf das Ver- 
halten von Hefen zu Natriumthiosulfat, bezw. zu Nitriten und Nitraten bezug- 
nehmenden Arbeiten des Rezens. in Zeitschr. f. Gärungsphysiologie, Bd. 2, 
1912 und in der Biochem. Ztschr. Bd. 67, S. 391 und 400, in denen Mannit 
als alleinige Kohlenstoffquelle Verwendung fand). 

Das Zähe- oder Lindwerden des Weines kommt in einer stärkeren 
Trübung des Weines, in einer öligen Beschaffenheit, dem Fadenziehen beim 
Ausgießen, dem lautlosen Fließen des Weines ins Glas und in dem lang- 
samen Aufsteigen von Gasblasen in Erscheinung. Noch nicht vollständig 
klargelegt sind die eigentlichen Ursachen dieser Weinkrankheit. Aus zähen 
Weinen wurden von verschiedenen Forschern verschiedene Bakterien isoliert 
(Sarcina, Diplococcus, Bac. viscosus vini, mannitbildende Bakterien usw.). 
Eine Verschleimung der Traubensäfte bewirken auch Schleimhefen und 
Dematium pullulans. Außer Kohlensäureentwicklung ist auch die Bildung 
von Mannit, Milchsäure und Essigsäure durch die Bakterien des zähen 
Weines hervorzuheben. Es ist auch vielfach möglich lindgewordene Weine 
in den natürlichen Zustand zu überführen. 

Der „Böckser“ macht sich durch den eigenartigen Geruch des be- 
treffenden Weines nach Schwefelwasserstoff bemerkbar, der allerdings manch- 
mal durch andere Gerüche verdeckt werden kann. Die Schwefelwasserstoff- 
bildung dürfte meist aus freiem Schwefel durch Weinhefe während der Gärung 
erfolgen, doch könnten auch Schwefelverbindungen hierfür in Betracht 
kommen. (Eine Schwefelwasserstoffbildung durch Hefe aus Sulfat konnte 
vom Referenten in mineralischen Zuckerlösungen nicht beobachtet werden, 
wohl aber eine solche aus Thiosulfat. Vergl. diesbezüglich Zeitschr. f. 
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Gärungsphysiologie, Bd. 2, 1912). Nach Müller-Thurgau und Oster- 
walder erscheint es nicht ausgeschlossen, daß auch im Wein wachsende 
Bakterien Schwefelwasserstoff aus freiem Schwefel bilden. Auch der durch 
Zersetzung der Hefe (Hefegeschmack) verursachte unangenehme Geruch 
und Geschmack wird manchmal als „Böckser“ bezeichnet. 


Das „Umschlagen der Weine“ (la tourne) trennen die Verf. von 
dem ohne Mitwirkung von Bakterien entstehenden „Braunwerden“ des 
Weines und schlagen für den Ausdruck „la casse“ die Übersetzung 
„Brechen“ vor. Französische Weinmykologen und Weinpraktiker bezeichnen 
das „Umschlagen“ in Berücksichtigung der hierbei stattfindenden Kohlen- 
säureentwicklung auch als „la pousse“. Gegen diese Namengebung sind 
die Verf. deshalb, weil Kohlensäureentwicklung auch bei anderen Wein- 
krankheiten, wie Milchsäurestich und Mannitgärung, aber auch beim 
Säureabbau usw. auftreten kann. Auf Seite 138 berichten die Verfasser über 
einen von Pasteur untersuchten kranken Wein, den Pasteur selbst als 
„umgeschlagenen“ Wein (vin qui a la pousse) bezeichnet hat, während 
Müller-Thurgau und Österwalder diesen von Pasteur untersuchten 
Wein auf Grund der gegebenen Beschreibung als „milchsäurestichigen“ 
angesehen wissen wollen. Wenn man dann noch die nachfolgende Angabe 
von Müller-Thurgau und Osterwalder auf Seite 326 ihrer Abhandlung 
mitberücksichtigt, erscheint die ablehnende kritische Erwähnung einer rein 
referierenden Stelle aus einem über 200 Seiten fassenden Werke nicht recht 
begreiflich, denn es scheinen die Franzosen doch manchmal „milchsäure- 
stichigen“ und „umgeschlagenen“ Wein verwechselt zu haben, wenigstens ist 
dies nach den Verf. niemand geringerem als Pasteur passiert. Die Verf. 
sagen überdies dort wörtlich: „Ebenso zeigte ein dritter Rotwein von 
Mayenfeld (1909) im oberen Rheintal die Beschaffenheit eines um- 
geschlagenen Weines. Der Wein wurde schließlich dick-trübe, schokolade- 
farbig und moussierte stark. Er enthielt zahlreiche Bakterien vom Typus 
des „Bacterium mannitopoeum“, gewissermaßen eine Reinkultur“ 
und an anderer Stelle (S. 322), wo es sich um die Erscheinung des „Milch- 
säurestiches“ handelt: „In fast sämtlichen dieser Fälle war das Bac- 
terium mannitopoeum und nur ausnahmsweise das Bacterium gracile 
die Ursache dieser Krankheit“ (also des Milchsäurestiches)! Jedenfalls er- 
scheint also eine strenge Auseinanderhaltung des „Umschlagens“ und des 
„Milchsäurestiches“ nicht immer durchführbar, auch nicht von rein bak- 
teriologischem Standpunkte und ein Zusammenhang beider Erscheinungen 
möglich. Das „Umschlagen“ der Weine ist charakterisiert durch 
Trübung, Farbenveränderung ähnlich derjenigen beim „Braunwerden“, 
Depotbildung und tiefgreifende Geruchs- und Geschmacksveränderung. Die 
umgeschlagenen Weine schmecken fade, platt, schwach, schlecht. Die von 
den Verf, aus schweizerischen umgeschlagenen Weinen isolierten Bakterien 
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stimmen in ihrem Aussehen mit den von Maz& und Pacottet und von 
Duclaux abgeschiedenen und abgebildeten überein (S. 141). Ein Rotwein 
von Hallwilersee enthielt Bact. mannitopoeum, Bact. gracile und 
Micrococcus variococeus h, ein Rotwein von Schaffhausen Bakterien 
vom Typus des Bact. mannitopoeum, dann Einzelkokken, Diplokokken 
und Tetraden, der schon früher erwähnte Rotwein von Mayenfeld nur Bac- 
terium mannitopoeum (gewissermaßen als Reinkultur!). Als charak- 
teristisch für diese Weinkrankheit werden (von verschiedenen Forschern) auch 
die Bildung von Propionsäure und die weitgehende Zerstörung des Wein- 
steins angesehen. 


Das „Mäuseln“ der Weine äußert sich in einem unangenehmen 
Geruch nach Mäuseharn (Acetamid) und einem unangenehmen Geschmack. 
Verf, vertreten die Anschauung, daß das „Mäuseln“ durch Bakterientätigkeit 
entsteht, und zwar durch Bact. mannitopoeum hervorgebracht wird. 


Verf. geben dann einen historisch-kritischen Überblick über die Arbeiten, 
die sich auf das „Bitterwerden der Rotweine“, den „Buttersäure- 
stich“ und den „Säureabbau durch Bakterien und Hefen“ beziehen, 
während das „Kahmigwerden“ und der „Essigstich“ mit Absicht von 
den weiteren Darlegungen ausgenommen wurden (vergl. hierzu auch die im 
‚Jahre 1911 erschienene „Einführung in die Mykologie der Genuß- 
mittel und in die Gärungsphysiologie“ des Referenten und die im 
‚Jahre 1913 erschienene Bearbeitung der Fehler und Krankheiten des Weines 
durch K. Kroemer in Lafars „Handbuch der Technischen Mykologie“). 


Zur Reinzüchtung und Kultur der Weinbakterien gelangen 
Gelatine oder Agar-Agar mit mildem säurearmem Birnensaft oder entsäuertem 
Traubensaft, Birnsäfte, Hefenauszug (100 g Preßhefe auf einen Liter) mit 
Zusatz von ca. 1%/,, Äpfelsäure oder Weinsäure und 2—3proz. Rohrzucker, 
Lävulose oder Dextrose zur Anwendung. 

Die Verf. haben 15 Bakterien reingezüchtet, die sie in drei Gruppen 
zusammengefaßt haben und zwar: 1. die Gruppe des Bact. mannitopoeum, 
d.s. ausgeprägte Milchsäurebakterien, die „in Gegenwart von Lävulose rasch 
große Mengen von Mannit bilden“, während sie die organischen Säuren 
weniger leicht angreifen, als die übrigen Bakterien; 2. die Gruppe des 
Bacterium gracile, Milchsäurebakterien, die gleichfalls Mannit bilden, im 
Bau aber zarter sind und kräftig Äpfelsäure und Zitronensäure zerlegen; 
dann 3. die Gruppe der mikrokokkenartigen Milchsäurebakterien, vertreten 
durch Micrococcus acidovorax und Micrococcus variococcus. Sie 
sind z. T. sehr kräftige Milchsäurebildner, bauen energisch Äpfelsäure ab. 
Die Fähigkeit der Mannitbildung geht ihnen aber ab. Die genannten Bak- 
terien wurden nun eingehend in bezug auf ihr morphologisches, kulturelles 
und physiologisches Verhalten geprüft, so auf ihre Einwirkung auf Hexosen, 
Disaccharide und Raffinose, Pentosen, Glukoside, Mannit, Dextrin, Pepton, 
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Äpfelsäure, apfelsaure Salze, Weinsäure und weinsaure Salze, Bernsteinsäure, 
Zitronensäure, Milchsäure, Alkohol usw. Auch der Einfluß der Temperatur 
und des Sauerstoffzutrittes auf die vier Weinbakterienarten, ferner die Be- 
einflussung durch Hefe und das Verhalten der vier Bakterienarten in Weinen 
und Obstweinen fanden entsprechende Berücksichtigung und muß wegen der 
Einzelheiten der sehr verdienstvollen und interessanten Arbeit auf das Original 
verwiesen werden. Überraschend erscheint der Umstand, daß die vier unter- 
suchten Bakterien weder Mannit, noch Pepton (in Hefenauszug als Grund- 
nährlösung) zu verarbeiten vermochten, und könnte dies nach Ansicht des 
Referenten wohl auch mit der Art der Untersuchung (Fehlergrenzen!) und 
der verwendeten Nährlösung zusammenhängen. Gegen Alkohol erwies sich 
Bact. gracile, das bei ca. 10 Vol.-Proz. Alkohol kaum mehr zu gären ver- 
mag, am empfindlichsten, während Bact. mannitopoeum am widerstands- 
fähigsten (Grenze bei ca. 12 bis 13 Vol.-Proz.) war. 


Es wurden dann auch andere Milchsäurebakterien und zwar solche, die 
für die Brauerei, Brennerei und das Molkereiwesen in Betracht kommen, und 
zwar Bac. Delbrücki, Saccharobacillus pastorianus var. bero- 
linensis, Bact. casei s, Bact. Güntheri (Bac. lactis acidi L.), Bact. 
acidi lactici H. und Bact. lactis aerogenes zu Vergleichszwecken auf 
ihr Verhalten zu entsäuertem und nicht entsäuertem Obstsaft geprüft (Anm. 
d. Refer.: Weitere eingehende Untersuchungen nach dieser Richtung hin und 
ihre Ausdehnung auf Wein und Obstwein wären jedenfalls von Interesse. 
Vergl. auch Kossowicz „Lehrbuch der Chemie, Bakteriologie und 
Technologie der Nahrungs- und Genußmittel“ S. 475). Saccharo- 
bacillus pastorianus, Bact. aerogenes, Bact. acidi lactici und Bact. 
Güntheri zeigten auch in nicht entsäuertem Wasserbirnsaft gute Ent- 
wicklung, Bact. Güntheri auch kräftige Milchsäurebildung, während die 
übrigen drei Bakterien nur wenig Milchsäure erzeugten. 

Der Säureabbau, für den nach den Verf. Bacterium gracile, ferner 
die beiden früher genannten Mikrokokken und Micrococcus malolacticus 
Seifert in Betracht kommen könnten (s. S. 289 und 290), wird durch eine 
höhere Temperatur der Getränke bald nach der Gärung gefördert. Ob durch 
einen Zusatz von entsprechenden Bakterien-Reinkulturen der Säureabbau 
nach Wunsch geregelt werden könnte, wird erst durch weitere Versuche zu 
erproben sein. Den Säureabbau vermag man durch kühle Lagerung der Ge- 
tränke, frühzeitigen Abzug vom Hefetrub, Zuführung von Kaliummetasulfit, 
Einbrennen mit Schwefel und Säurezusatz einzuschränken. Bezüglich des 
Säurezusatzes erscheint am entsprechendsten (wo dies gesetzlich erlaubt ist) 
ein solcher von Weinsäure. Auch Gerbstoff zeigt eine hemmende Wirkung 
auf den Säureabbau. Das Schönen erscheint hingegen nicht geeignet. 

Zur Verhinderung des Milchsäurestiches (und wohl auch verwandter 
Krankheiten) kommen höherer Säuregehalt des Trauben- bezw. Obstsaftes, 
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Anwendung einer geeigneten Weinhefe, niedere Gärtemperatur, rechtzeitiger 
Abzug von der Hefe, Kühlhaltung der abgezogenen Weine, höherer Gerb- 
stoffgehalt und erforderlichenfalls Zufuhr von schwefliger Säure in Betracht. 


Die hier nur kurz skizzierte umfangreiche Abhandlung von Müller- 
Thurgau und Österwalder bildet einen sehr wertvollen Beitrag zur Er- 
weiterung unserer Kenntnisse auf dem Gebiete der noch wenig erforschten 
Weinmykologie. Kossowicaz. 


Moritz, E.R. Über eine Torulaart, welche in Bier Ananasgeschmack er- 
zeugt. Allg. Brauer- und Hopfenzeitung 54, 1914, S. 2744. — Journ. of 
the Inst. of Brewing 20, 1914, No. 5. 


Verfasser fiel des öfteren bei Gärungen ein deutlicher Geruch nach 
Ananas auf, dem gewöhnlich ein ähnlicher Geschmack im Bier folgte. Die 
Krankheit beginnt leicht, nimmt aber zusehends und unliebsamerweise über- 
hand, wenn nicht Gegenmaßregeln ergriffen werden. Geruch und Geschmack 
wird immer mehr ananasähnlich und erinnert schließlich an Honig oder auch 
an Rohrzucker. Verfasser fand die Krankheit am meisten bei den Mild-Ales. 
Es gelang, den Erreger der Krankheit aus einer Kühlschiffwürze zu isolieren 
in Gestalt eines nicht Sporen bildenden Organismus, der anscheinend nicht 
zur Klasse der Saccharomyzeten gehört und von Moritz als Ananastorula 
bezeichnet wurde. Die Größe der Zellen beträgt durchschnittlich 7 « in der 
Länge und 2'!/, u in der Breite. Gärversuche mit dem Organismus zeigten, 
daß er wie viele andere wilde Brauereihefen augenscheinlich ein großer 
Erzeuger, aber nur ein sehr kleiner Vergärer ist. Bei der Untersuchung von 
Konservierungsmitteln (Salizylsäure, schwefligsaurer Kalk, doppeltschweflig- 
saurer Kalk) zeigte sich, daß der Organismus durch sie nicht wesentlich be- 
einflußt wurde. Durch Vermehrung der Hopfengabe gelang es, den Ananas- 
geruch bzw. -geschmack etwas zurückzudrängen. In Rohrzucker-, Laktose- 
und Maltoselösungen fand keine Bildung von Alkohol und Ananasgeruch statt, 
die Vermehrung war sehr kümmerlich. Dagegen war das Wachstum in Dex- 
troselösung beträchtlich, dort wurde auch Alkohol und Ananasgeruch gebildet. 
Im Betrieb ist nicht viel gegen den Organismus zu machen. Am sichersten 
ist die Verhütung einer Infektion. Verfasser fand als Infektionsquelle faulende 
Treber, Malzstaub und Mälzereiverunreinigungen. R. Heuß. 


